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略号 
APS：ammonium peroxodisulfate 
B6：vitamin B6 
BMI：Body Mass Index 
BMP4：bone morphogenetic protein 4  
BPB：bromophenol blue 
CEBP/β： CCAAT/enhancer binding protein beta 
COX2：cyclooxygenase 2 
dH2O：distilled water 
DTR：diphteria toxin receptor 
DTT：dithiothreitol 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid 
EMR1：EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1 
ERK：extracellular-signal regulated kinase 
EtOH：ethanol 
FFA：free faty acid 
HFD：high fat diet 
HMGA2：high mobility group A2 
IKKε：Inhibitor of κB kinase epsilon 
Ig：Immunogloblin 
IL-6：interleukin 6 
IL-1β：interleukin 1 beta 
IL-1rn：interleukin 1 receptor antagonist 
INF-γ：Interferon gamma 
IRF：interferon regulatory factor 
JNK：c-jun N-terminal kinase 
LPS：lipopolysaccharide 
MAPK：mitogen-activated protein kinase 
MCP-1/CCL2：monocyte chemotactic protein-1 
MMP3：matrix metalloproteinase 3 
MSR1：macrophage scavenger receptor 1 
NFW：nuclease free water 
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NF-κB：nuclear factor-κB 
PAGE：polyacrylamide gel electrophoresis 
PAI- 1：plasminogen activator inhibitor-1 
PBS：phosphate buffered saline 
PTX3：pentraxin 3 
PPAR-γ：peroxisome proliferator-activated receptor γ 
RANTES/CCL5：chemokine (C-C motif) ligand 5 
Rassf6：Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 6 
Saa3：serum amyloid A3 
Spp1：osteopontin 
SVF：stromal vascular fraction 
TEMED：N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 
Timp1: tissue inhibitor metalloproteinase 
Treg：regulatory T  
TLR4：Toll-like receptor 4 
TNF-α：tumor necrosis factor-α 
TNFR：tumor necrosis factor receptor 
Tris：Tris(hydroxymethyl) aminomethane 
Tween 20：polyoxyethylenesorbitan monolaurate 
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諸言 
メタボリックシンドロームについて 
 メタボリックシンドロームは、内臓脂肪型の肥満（肥満症）を背景にインスリン抵
抗性、高脂血症、高血圧症などの生活習慣病が個人に集積して発症する状態と定義さ
れ、動脈硬化症などの重篤な血管疾患のリスクが上昇することから、正確な診断と効
果的な治療が求められている。近年では、内臓脂肪型肥満がメタボリックシンドロー
ム発症の最上流に位置する基礎疾患であることが示され、ウエスト周囲径の測定によ
る内臓脂肪量の評価が、メタボリックシンドロームの診断時に実施されている。ウエ
スト周囲径が男性 85㎝、女性 90cm 以上である場合に肥満症とされ、その肥満症の存
在に加えて、高脂血症、高血圧、空腹時高血糖（インスリン抵抗性診断）の 3 項目の
うち、2 項目以上が存在すればメタボリックシンドロームと診断される。一方、3 項目
のうち 1 項目のみが存在する場合は、メタボリックシンドロームの予備軍と診断され
ている。本邦でのメタボリックシンドロームの患者数は、その予備軍も含めると全成
人の 30%を超えて推移しており、大きな社会問題となっている。特に、内臓脂肪型肥
満を発症しやすい男性では、全年代の羅患者数が女性よりも多く、さらには、40-74
歳の年代では 2 人に 1 人以上がメタボリック
シンドローム、またはその疑いがあることが
2013 年度国民・栄養調査より明らかにされ
た。特に、欧米諸国では，成人の肥満症の増
加に加えて、小児肥満の罹患者数が著しく増
加していることから、栄養学的観点からの肥
満症の改善およびメタボリックシンドローム
発症の予防が大きな課題とされており、その
成因の解明が急がれている。 
 
アディポサイトカインの発見 
白色脂肪組織（以下、脂肪組織）は、摂取した余剰なエネルギーを中性脂肪
（tryglyceride）の形で脂肪細胞内に貯蔵し、飢餓時や運動時に全身にエネルギー供給
するエネルギーの貯蔵庫として考えられていた。1993 年に Spiegelman らによって肥
満時の脂肪組織では、腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor-α：TNF-α）の発現量が顕
著に増加し、血中に分泌されていることが明らかにされた[1,2]。TNF-α は、免疫細胞
から放出される生理活性物質として、関節リウマチなどの炎症性疾患の発症に関与する
炎症性サイトカインとして知られており[3]、肥満の脂肪組織から TNF-α が分泌される
ことが明らかにされて以来、脂肪組織から分泌される生理活性物質の存在が注目され始
めた。TNF-α 発見の翌年には、ポジショナルクローニング法を用いた遺伝性肥満 ob/ob
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マウスの遺伝的解析によって、肥満の原因遺伝子として Leptin が同定され、さらに
Leptin は脂肪細胞から合成、分泌されるタンパク質であることが見出された[4]。興味
深いことに、Leptin は中枢神経系である脳視床下部に作用し、摂食行動をコントロー
ルすることで中性脂肪の貯蔵量を脂肪細胞が自ら調節していることが明らかにされた
[5–7]。そのため、これまで静的な臓器とみなされていた脂肪組織は、積極的に全身の代
謝調節に関与する巨大な内分泌臓器として考えられるに至った。ヒト脂肪組織で発現す
る遺伝子の解析によっても、脂肪組織で発現する遺伝子の約 30%が分泌タンパク質を
コードすることが明らかにされた[8,9]。以上のことから、脂肪組織は、ヒトにおいても
多様な生理活性物質の分泌を通して生体調節に寄与する重要な生理機能を担っている
と想定され、これら脂肪組織由来の分泌因子は adipocytokine と総称されている。現在
までに多数の adipocytokine が報告されているが、それら個々の生理機能に関しては未
だに未解明な面も多く、さらには現在までに発見されていない adipocytokine も存在し
ていると考えられる。 
 
悪玉 adipocytokine と善玉 adipocytokine 
ヒトやげっ歯類の肥満脂肪組織では TNF-α の発現量が増加するが、その発現量は肥
満度（Body Mass Index：BMI）と正に相関しており、さらには、高インスリン血症の
指標となる血中インスリン濃度とも正に相関することから、TNF-α は肥満時に脂肪組
織で異常に産生され、インスリン抵抗性の発症に深く関与していることが明らかになっ
た[10]。実際に、遺伝性肥満モデルマウスに TNF-α の中和抗体を投与するとインスリ
ン抵抗性が改善される実験結果が報告され、脂肪組織から分泌される adipocytokine が
全身の代謝調節を担うことが示唆された。TNF-α 同様に interleukin-6（IL-6）の血中
濃度も BMI と正の相関を示し、インスリン抵抗性の発症に関与する炎症性の
adipocytokine として明らかにされた[10]。さらには、肥満脂肪組織から分泌される
plasminogen activator inhibitor-1（PAI-1）は、血栓を融解するプラスミンの作用を阻
害することで動脈硬化症の発症に関与することが示された[11]。また、angiotensinogen 
は、angiotensin 前駆体として renin や angiotensin converting enzyme（ACE）の作
用によって angiotensin II へと変換され、血管を収縮することで血圧の上昇を引き起こ
すが、肥満脂肪組織では、angiotensinogen が過剰に産生されており、高血圧症や心血
管疾患などの発症を誘発していることが明らかにされた[12,13]。このように、肥満脂肪
組織において合成、分泌量が増加し、インスリン抵抗性や動脈硬化症など全身の代謝調
節の破綻に関与する adipocytokine を悪玉 adipocytokine と総称し、現在までに多数の
報告がなされている。 
一方で、代謝改善を担う adiponectin も脂肪細胞で特異的に産生される分泌タンパク
質である[14,15]。肥満発症に伴って TNF-α や PAI-1 などの悪玉 adipocytokine の血中
濃度は増加するのに対して、血中 adiponectin 濃度は BMI と逆相関を示し、特に 2 型
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糖尿病を発症している患者では、BMI は同程度であっても血中 adiponectin 濃度は有
意に低下しており、冠動脈疾患を合併すると血中濃度はさらに低下する [15,16]。
adiponectin は血管傷害時には血管壁に集積し、血管内皮細胞への単球の接着抑制や、
マクロファージのTNF-α分泌や泡沫化を抑制するなどの抗動脈硬化作用を有する[17]。
さらには、肥満マウスへの adiponectin の投与実験によって、血中遊離脂肪酸（Free 
fatty acids：FFAs）のエネルギーとしての利用が促進され、血中の FFAs 濃度は低下す
る。また、骨格筋に作用し、インスリン感受性を高めることで糖代謝の改善効果を示す
ことも報告されている[18]。このように脂肪組織から分泌される adiponectin は、TNF-
α などの悪玉 adipocytokine とは性質が大きく異なり、代謝の改善効果を示すことから
善玉 adipocytokine と定義されている。 
このように、肥満を呈する脂肪組織は TNF-α や IL-6 などの悪玉 adipocytokine の産
生が増加する一方で、adiponectin のような善玉 adipocytokine の産生の低下が認めら
れる。adipocytokine は全身の代謝恒常性維持における重要な因子であり、肥満に伴う
adipocytokine の産生機構の破綻が全身の代謝異常を引き起こし、メタボリックシンド
ロームの病態発症に深く関与するが、adipocytokine の産生機構が破綻するメカニズム
についての詳細は明らかにされていない。 
 
白色脂肪組織の組織リモデリング 
脂肪組織は、中性脂肪の貯蔵を担う成熟脂肪細胞のみならず、間葉系幹細胞を含む前
駆脂肪細胞や、血管内皮細胞、さらには免疫反応を司るリンパ系細胞や単球・マクロフ
ァージなどで構成されており、その細胞構成は極めて多彩である。種々の生理活性物質
を放出する脂肪組織は、その多彩な細胞構成によってサイトカインの正常な産生機構を
維持していると考えられているが、肥満脂肪組織では、その細胞の構成が大きく変化す
ることが明らかにされつつある。エネルギーの慢性的な過剰摂取に応答して、成熟脂肪
細胞は多量の中性脂肪を取り込み肥大化する。一方で、その貯蔵容量には限界があり、
過剰な中性脂肪の存在下では、成熟脂肪細胞は増加する。さらには、マクロファージや
T 細胞、B 細胞などの免疫細胞が脂肪組織内へ浸潤し、TNF-α などの炎症性サイトカ
インの異常な産生によって脂肪組織内の炎症が誘引され、血管新生が促進される。この
ように肥満脂肪組織では、細胞構成や細胞機能、組織形態がダイナミックに変化するが、
その大規模な脂肪組織の構造変化は、動脈硬化巣に特徴的な「血管壁リモデリング」と
類似しており、「脂肪組織リモデリング」として特徴づけられている[19–21]。肥満に伴
う脂肪組織リモデリングは、脂肪組織の慢性炎症を惹起し、さらには全身の代謝不全を
引き起こす極めて重要な病態であると考えられるが、組織リモデリングの詳細な分子メ
カニズムは不明であり、脂肪組織の慢性炎症の誘導機構は明らかにされていない。 
 
肥満脂肪組織へのマクロファージ浸潤の病態的意義 
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近年では、リンパ球やマクロファージ、および顆粒球など脂肪組織を構成する免疫細
胞の構成が肥満に伴いダイナミックに変化することが報告され[22–24]、特に、ヒトや
マウスの肥満脂肪組織ではマクロファージ数は著しく増加する。2003 年に Weisberg ら
は、組織免疫学的な解析によってマウスの肥満脂肪組織では、マクロファージのマーカ
ーである F4/80 陽性細胞数が体重増加や脂肪細胞のサイズの増大と正に相関すること
を明らかにした[25]。さらに、生殖器周囲の内臓脂肪組織における転写産物の網羅的な
解析によって、肥満脂肪組織で発現量が増加し、さらに BMI と正の相関を示す 1,304
個の転写産物が同定された。それらの転写産物において、BMI と最も高い相関が認め
られた 100 遺伝子の約 30%が colony stumilating factor 1（CSF-1）受容体や CD68 抗
原のようなマクロファージに特徴的なタンパク質をコードする遺伝子であることが示
され、肥満の進行に伴って脂肪組織へのマクロファージの浸潤量が増加する可能性が報
告された[24,25]。肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤量の増加に関しては、骨髄由
来前駆細胞である単球が脂肪組織に流入し、マクロファージへと分化することによって
引き起こされる。特に、単球の遊走にはケモカインの一種である monocyte chemotactic 
protein-1 (MCP-1/CCL2) が中心的役割を担うが[26,27]、脂肪組織における MCP-1 と
その受容体である C-C chemokine receprtor type 2（CCR2）の発現量は、肥満の発症
によって増加することが示された[26,28]。さらに、Mcp-1 または Ccr2 遺伝子の欠損マ
ウス（MCP-1-KO または CCR2-KO）は、高脂肪食負荷により肥満を誘導させた際に、
野生型と比較して脂肪組織内のマクロファージの浸潤量は有意に減少し、IL-6 や TNF-
α などの炎症性サイトカインの発現量も低下した。さらには、耐糖能の改善やインスリ
ン感受性が亢進するなど、ケモカインシグナルの遮断によってマクロファージの浸潤量
を減少させることで、インスリン抵抗性の改善効果が示された[28,29]。また、高脂肪食
負荷による食餌誘導性肥満マウスに CCR2 のアンタゴニストを投与することによって
も、脂肪組織のマクロファージ蓄積量は減少し、インスリン感受性が亢進した[28]。
Patsouris らは、脂肪組織へ浸潤するマクロファージに発現する CD11c 遺伝子のプロ
モーターの制御下において、ジフテリア毒素受容体（diphtheria toxin receptor，DTR）
を発現させる遺伝子改変マウスを作製し（CD11c-DTR マウス）、マクロファージの脂肪
組織への浸潤による生理的意義についての解析を行なったところ、ジフテリア毒素投与
によって肥満脂肪組織のマクロファージを欠損させることで、炎症性のサイトカインの
発現低下が認められ、さらには全身の代謝不全が改善された[30]。以上の研究成果によ
って、肥満脂肪組織へのマクロファージ浸潤量の増加は、炎症性サイトカインの産生を
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介した慢性炎症やインスリン抵抗性の発展に関与し、メタボリックシンドロームの発症
において、重要な病態現象であることが示された。 
 
マクロファージの極性と慢性炎症 
抹消血中を循環する単球は、炎症部位や感染部位へと遊走し、各組織においてマクロ
ファージへと分化し、生理作用を発揮する [31,32]。一般的に、マクロファージは
Interferon gamma（INF-γ）や lipopolysaccharide (LPS) などの Th1 サイトカインに
よる活性化によって誘導される M1 マクロファージ（活性型、炎症型）と interleukin-
4（IL-4）や interleukin-13（IL-13）などの Th2 サイトカインによる活性化によって誘
導される M2 マクロファージ（非活性型、抗炎症型）に分類される[33]。M1 マクロフ
ァージと M2 マクロファージは、異なる細胞表面マーカーを発現し、F4/80(+)CD11b(+)
のマクロファージにおいて、CD11c(+)を M1 マクロファージ、一方で CD11c(-)を M2
マクロファージと分別されている[34]。一般に、M1 マクロファージは、炎症部位に集
積して IL-6 や TNF-α を産生する炎症誘導型マクロファージであるのに対し、M2 マク
ロファージは損傷治癒や免疫調節に関わり、IL-10 や arginase などの抗炎症サイトカ
インを産生し、酸化ストレスや炎症性サイトカインの産生を抑制すると考えられている。 
脂肪組織内の M1 マクロファージ数は、肥満の進行に伴って有意に増加することが示
されている[35]。F4/80 抗体を用いた組織免疫染色によって脂肪組織内のマクロファー
ジはネクローシスを起こした脂肪細胞を取り囲むように局在し冠状構造（crown-like 
structure）を形成していることが明らかにされ、特に、M1 マクロファージが集積して
いた[36]。M1 マクロファージは、IL-6 や TNF-α、interleukin-1β（IL-1β）などの炎症
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性サイトカインの産生を介して脂肪細胞に作用してインスリン感受性を低下させ、さら
には炎症反応を惹起した結果、脂肪組織からの FFAs や炎症性サイトカインの異常分泌
を引き起こすなど、adipocytokine の産生機構の破綻に関与していると考えられている
[37,38]。このように、脂肪組織内の M1 マクロファージ数の増加は、インスリン抵抗性
などの全身性の病態発症へ関与することが明らかにされた一方で、M1 マクロファージ
が増加するメカニズムは明らかにされていない。最近、脂肪細胞分化において重要な役
割を担う核内受容体型転写因子である peroxisome proliferator-activated receptor γ
（PPARγ）がマクロファージにも発現しており、M2 マクロファージの極性化における
重要なシグナル分子として同定された[39–41]。PPARγ 欠損マウスは、正常食において
M2 マクロファージの極性化が障害されており、インスリン抵抗性や耐糖能の悪化を示
すとともに、炎症性サイトカインの発現量は増加し、高脂肪食負荷によってさらに悪化
する。一方、PPARγ のリガンドである thiazolidine 作動薬を用いた PPARγ 活性化は、
炎症反応を抑制し、インスリン感受性を改善することが知られていたが、実際に脂肪組
織内の M2 マクロファージ数を増加させ、M1/M2 バランスの不均衡を改善（M2 への
優位化）する可能性が示された[42]。さらに、マウスへの短期間の thiazolidine 投与に
よって脂肪組織における M2 マクロファージ数の増加を引き起こし、interleukin-18
（IL-18）など炎症性サイトカインを減少させ、interleukin-10（IL-10）などの抗炎症
サイトカインの産生が亢進することが明らかにされた。同様に、インスリン感受性の改
善効果を示す善玉 adipocytokine である adiponectin も M2 マクロファージの極性化を
促進する生理機能を有することが報告された[43]。実際に adiponectin 欠損マウスでは、
脂肪組織の M2 マクロファージ数が減少し、TNF-α、IFN-γ､IL-6 などの炎症性サイト
カインの発現量は増加し、インスリン抵抗性を発症するが、これらは、adiponectin の
投与により回復することが示された[43]。さらに近年では、正常な脂肪組織に常在して
いる好酸球によって放出される IL-4 などのサイトカインが M2 マクロファージの極性
化に必須であることが示された[44]。肥満の進行に伴い脂肪組織では好酸球数が減少す
ることが明らかになり、脂肪組織における好酸球の生理的役割が注目されている。実際
に、好酸球または IL-4 を欠損させたマウスの脂肪組織では M2 マクロファージ数が減
少しており、高脂肪食負荷によってインスリン抵抗性が悪化するなど全身の代謝異常が
示されている。これらの報告は、肥満に伴うマクロファージの脂肪組織内への浸潤量の
増加に加え、M2 マクロファージ数に対して相対的に M1 マクロファージ数が増加する
ことによる M1/M2 バランスの不均衡化が脂肪組織の慢性炎症を助長し、インスリン抵
抗性などの病態発症に重要であることを示す知見であり、逆に M1/M2 バランスを調節
することによってインスリン抵抗性の改善が可能であることを示すものである[38,41–
45]。 
 
肥満脂肪組織へ浸潤するリンパ球系細胞の役割 
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肥満脂肪組織への免疫細胞の浸潤は、脂肪組織の免疫細胞の構成を大きく変化させ、
補体分子 C3a や TNF-α などのサイトカインを血液中に放出し、全身の免疫細胞の活性
化、および炎症の惹起において重要な役割を持つ[27,46,47]。すなわち、脂肪組織は免
疫細胞の構成によって正常な生理機能が維持される生体内最大の免疫器官であると捉
えられる。2009 年 Nishimura らによって、肥満に伴うマクロファージの脂肪組織内へ
の浸潤に先行し、CD8(+)T 細胞が脂肪組織内に浸潤することが報告された[48]。T 細胞
は、胸線で発達、成熟し全身の獲得免疫反応において重要な役割を担っているが、細胞
表面に CD4 を発現する helper T 細胞（Th1、Th2）と CD8 を発現する細胞障害性 T
細胞が存在し、脂肪組織内にも常在している。ヒトやマウスの肥満個体の内臓脂肪組織
では、T 細胞数が増加しており、特に、CD8(+)T 細胞数が顕著に増加している。ケモカ
インの一種である RANTES とその受容体 C-C chemokine receptor 5（CCR5）は、T
細胞の遊走に関与することが知られているが、肥満の内臓脂肪組織における RANTES
と CCR5 の発現は、正常食群と比較して有意に高く、CD8(+)T 細胞数やマクロファー
ジ数と正に相関する[49]。一方で、マウスの内臓脂肪組織における RANTES の発現量
は、血中 adiponectin 濃度と負に相関している。CD8 に対する中和抗体の投与または
CD8 欠損マウスに高脂肪食を与えた肥満誘導試験では、脂肪組織内に浸潤するマクロ
ファージ数は減少し、さらには、脂肪組織の炎症反応は抑制され、インスリン抵抗性を
生じないことが示された[48]。さらに、T 細胞とマクロファージとの共存培養系を用い
た in vitro 試験では、T 細胞はマクロファージの遊走と活性化を引き起こすことが示さ
れ、T 細胞はマクロファージの脂肪組織への遊走や活性化を通して脂肪組織の炎症反応
を誘導する可能性が示された[48,49]。また、helper T 細胞ファミリーに属し、転写因子
FOXP3を高発現する regulatory T細胞（Treg細胞）は、組織の恒常性のためにCD8(+)T
細胞の活性化などの炎症を伴う免疫反応を抑制的に調節している。Treg 細胞は、正常
の内臓脂肪組織に豊富に存在するが、肥満の進行に伴い脂肪組織内の Treg 細胞数は減
少し、さらに、Treg 細胞数はインスリン抵抗性や 2 型糖尿病の発症率と負の相関を示
す[50,51]。肥満脂肪組織内の Treg 細胞数の減少と CD8(+)T 細胞数の浸潤量の増加は
フィードバックループを形成し、病態の発症に関与している可能性が考えられている。
T 細胞と同様に、リンパ球系細胞である B 細胞も高脂肪食負荷による肥満発症に伴っ
て脂肪組織への浸潤量が増加することが報告された[52]。特に、B 細胞の欠損マウスを
用いた高脂肪食負荷試験によって、野生型マウスと体重の差は認められなかったものの、
空腹時血糖の低下およびインスリン抵抗性の改善が認められた。さらには、高脂肪食負
荷を行ったマウスの B 細胞を B 細胞欠損マウスへ移植した際には、レシピエントマウ
スの耐糖能が悪化する一方で、正常マウスの B 細胞の移植では耐糖能の悪化は示さな
かった[53]。一般に B 細胞は、骨髄で分化成熟し、血中へ放出された後、主に脾臓で抗
原などの刺激に応答して免疫グロブリン（Immunogloblin，Ig）を産生し、獲得免疫に
寄与する。B 細胞は、高脂肪食負荷による肥満の誘導に応答して速やかに炎症性の
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IgGγ2c 抗体 を過剰に産生する一方で、T 細胞の脂肪組織内への浸潤を促進し、T 細胞
からの INF-γ の産生を増強することで、協調的に M1 マクロファージを活性化し、脂
肪組織内の慢性炎症に関与すると考えられる。 
 
実験動物を用いた肥満の慢性炎症の評価法について 
近年では、メタボリックシンドロームの治療薬として血糖値や血中コレステロールの
低下薬、高血圧の改善薬などが用いられているが、それらの治療効果については特定の
症状に対する薬理作用に限定されており、メタボリックシンドロームの病態の根本的な
治療薬は存在しない。そのため、肥満脂肪組織の慢性炎症の抑制を目指した機能性食品
の開発が進められているが、特に食環境の改善は肥満に伴う病態発症を効果的に予防す
る点でも極めて重要な方策である。動物実験による機能性評価が広く行われているが、
それらの評価法は、実験終了時にマウスを屠殺し、エンドポイントによる生化学的な解
析が主流となっている。一方で、病態の発症、進行時における生体内での変化や機能性
食品などの機能性の評価については極めて限定的な情報しか得られない。その解決策と
しては、複数のエンドポイントを設定し、n 数を増やした動物実験を計画することが一
般的であるが、数多くの実験動物が必要となるなど、用いられる実験動物数、また術式
など動物実験での実施内容も動物愛護の観点から重大な社会問題となっている。一方、
近年開発された in vivo イメージング技術は、生体内の微弱な化学発光や蛍光を体外か
ら非侵襲的に観察可能な新しい動物実験の評価手法である[54–57]。極めて最近、癌細
胞の転移研究などへの in vivo イメージング技術の利用が報告され、生きた個体の組織
や細胞がリアルタイムにまた、継時的な観察が可能となった[58–62]。このように、イ
メージング技術による動物実験手法は、種々の疾患モデルへの応用がなされているが、
現在までに肥満白色脂肪組織の慢性炎症を可視化するモデルマウスは存在しない。 
 
脂肪組織の慢性炎症に対する vitamin B6 の効果 
水溶性ビタミンの一種である vitamin B6（以後 B6 と略す）は、1934 年に György
らによってペラグラ様皮膚炎予防因子として発見され、生体内では主に pylidoxal 
phosphate（PLP）の形で存在し、アミノ酸代謝やホルモン作用の調節など種々の生理
機能に関与する[63]。近年では、皮膚炎や口内炎に対する予防効果に加えて、関節リウ
マチ（rheumatoid arthritis）などの慢性炎症疾患に対して B6 が炎症反応を抑制する
効果を示すことが明らかにされた[64,65]。本研究室においても、B6 の投与が LPS 刺激
したマウスマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞において、inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) 、および cyclooxygenase-2 (COX-2)の発現誘導を抑制することを見
出した[66]。iNOS および COX-2 は、炎症性の転写因子 NF-κB の活性化により発現が
誘導される炎症性因子である。さらに、B6 の投与がヒト由来結腸癌細胞株 HT-29 細胞
においても、TNF-α 誘導性の NF-κB の活性化を阻害することが報告され[67]、B6 は
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NF-κB の活性化の抑制を介した炎症反応の抑制作用を有することが示されている。以
前、分子栄養学研究室の末廣らによって B6 を 35 mg/kg の高容量で摂取させたマウス
の脂肪組織において、B6 誘導体である PLP 濃度の有意な増加が示されことから、B6
を摂取させた際の肥満脂肪組織の慢性炎症に対する影響が検討された。興味深いことに、
高 B6 摂取マウスの精巣周囲白色脂肪組織では、脂肪組織重量や脂肪細胞サイズに変化
は認められないが、単球・マクロファージの浸潤が特異的に抑制される形質が示された
（Table 1 参照）。高 B6 摂取マウスの脂肪組織では、マクロファージの浸潤が抑制され
た一方で、T 細胞や B 細胞の脂肪組織への浸潤量に変化は認められないことから、高
B6 摂取マウスはマクロファージの浸潤を選択的に抑制する動物モデルとして捉えるこ
とができる。そこで、B6 を高含量で摂取させたマウスを利用して、肥満脂肪組織にお
けるマクロファージの浸潤に関連した in vivo での病態遺伝子群を特異的に抽出できる
と考え、本研究に応用することとした。 
  
13 
 
本研究の目的および構成 
本研究では、肥満白色脂肪組織における慢性炎症の成因の解明、および食環境での予
防、改善を目指し、肥満脂肪組織における脂肪細胞とマクロファージとの相互作用に関
与する in vivo における発現解析を通して、マクロファージの脂肪組織への浸潤に基づ
いた軽微な慢性炎症や全身の代謝異常の成因となる脂肪細胞由来の遺伝子の同定を目
指した。さらに、マクロファージの浸潤量を反映する脂肪細胞由来の遺伝子を単離し、
同遺伝子のプロモーター活性を利用した in vivo イメージング手法によって、肥満脂肪
組織の慢性炎症を非侵襲的に評価する新たな動物モデルの構築を目指した。 
 第 1 章では、肥満マウスの白色脂肪組織において発現が増加する遺伝子群と B6 を
負荷したマウスの白色脂肪組織において発現が抑制される遺伝子群との比較解析
を行い、肥満脂肪組織の複雑な組織リモデリングの中から、マクロファージの浸潤
に関連する候補遺伝子群を選抜し、脂肪細胞およびマクロファージにおけるそれら
遺伝子群の詳細な発現解析を行うことで in vivo におけるマクロファージと脂肪細
胞との相互作用の生理的意義についての理解を目指した。 
 第 2 章では、第 1 章において単離した候補遺伝子群の中で、特に、インスリン抵抗
性などのメタボリックシンドロームの発症への関与が示唆されている IκB kinase 
epsilon  (Ikkε) に着目し、脂肪細胞における Ikkε 遺伝子の発現解析を行い、肥満
時の脂肪細胞における Ikkε 発現量の増加の病態的意義を検討した。 
 第 3 章では、脂肪組織へのマクロファージの浸潤によって脂肪細胞で発現が逆に低
下することで病態発症に関与する遺伝子群の単離に着手した。本章では、in vivo に
おける脂肪細胞とマクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現が
低下する因子として、Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 6
（Rassf6）を単離し、脂肪組織における生理的機能の解明に取り組んだ。 
 第 4 章では、脂肪組織における慢性炎症像を非侵襲的に可視化する新たな動物評価
モデルの確立を目指し、脂肪組織へのマクロファージの浸潤量を反映する脂肪細胞
由来の遺伝子の単離を試みた。本研究では、急性期炎症タンパク質の一つである
serum amyloid A3  (Saa3) を候補因子として単離した。Saa3 遺伝子の promoter
領域に luciferase 遺伝子を連結したキメラ遺伝子を導入したトランスジェニック
マウスを作出し、実際に高脂肪食負荷によって肥満を誘導した際の in vivo イメー
ジング解析を行うことで、脂肪組織の慢性炎症に対する新規評価系の構築を目指し
た。 
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Table 1. 食餌性 B6 の摂取量の増加により発現減少する遺伝子群 
1 mg/kg（低容量）または 35 mg/kg（高容量）の B6 を摂取させた際のマウス白色脂
肪組織における遺伝子発現を、DNA microarray 法を用いて網羅的に解析を行った。低
容量の B6 摂取群と比較して、高容量の B6 摂取群の脂肪組織ではマクロファージのマ
ーカー分子などを含む 465 個の遺伝子の発現が低下していることを明らかにした。  
Gene ID Gene symbol Gene description Fold P value
cytokines and chemokines
NM_009987 Cx3cr1 chemokine (C-X3-C) receptor 1 0.46 0.000
NM_013652 CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 0.49 0.000
NM_009263 Spp1 secreted phosphoprotein 1 0.49 0.000
NM_011315 Saa3 serum amyloid A 0.49 0.000
NM_009915 Ccr2 chemokine (C-C motif) receptor 2 0.49 0.000
NM_009914 Ccr3 chemokine (C-C motif) receptor 3 0.51 0.000
NM_009917 Ccr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 0.53 0.000
NM_013654 CCL7 chemokine (C-C motif) ligand 7 0.55 0.000
NM_021704 CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 0.55 0.000
NM_013693 Tnf tumor necrosis factor 0.55 0.000
NM_011333 MCP-1/CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 0.56 0.000
NM_008366 Il2 interleukin 2 0.58 0.002
NM_021274 CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 0.58 0.000
NM_013653 RANTES/CCL5 chemokine (C-C motif) ligand 5 0.59 0.000
NM_019418 Tnfsf14 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14 0.62 0.001
NM_011888 CCL19 chemokine (C-C motif) ligand 19 0.67 0.001
NM_011337 CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 0.73 0.002
recruited monocyte/macrophage
NM_145976 Tifab
TRAF-interacting protein with forkhead-associated domain,
family member B
0.42 0.000
NM_010208 Fgr feline sarcoma viral (Fgr) oncogene homolog 0.57 0.000
NM_178792 Sirpb1 signal-regulatory protein beta 1 0.58 0.000
NM_010387 H2-DMb1 histocompatibility 2, class II, locus Mb1 0.61 0.001
NM_019467 Aif1 allograft inflammatory factor 1 0.63 0.002
NM_010330 Emb embigin 0.68 0.007
NM_139138 Emr4 EGF-like module hormone receptor-like sequence 4 0.71 0.021
NM_030060 9130211I03Rik RIKEN cDNA 9130211I03 gene 0.74 0.020
cell adhesion
NM_010809 Mmp3 matrix metallopeptidase 3 0.32 0.000
NM_008605 Mmp12 matrix metallopeptidase 12 0.54 0.000
NM_021334 Itgax integrin alpha X 0.57 0.000
NM_010576 Itga4 integrin alpha 4 0.58 0.000
NM_008607 Mmp13 matrix metallopeptidase 13 0.63 0.003
NM_008404 Itgb2 integrin beta 2 0.67 0.004
NM_008319 Icam5 intercellular adhesion molecule 5 (telencephalin) 0.68 0.007
NM_008401 Itgam integrin alpha M 0.74 0.010
monocyte/macrophage marker
NM_010821 Mpeg1 macrophage expressed gene 1 0.51 0.000
NM_031195 Msr1 macrophage scavenger receptor 1 0.56 0.000
NM_009853 Cd68 CD68 antigen 0.59 0.000
NM_010796 Mgl1
macrophage galactose N-acetyl-galactosamine specific
lectin 1
0.62 0.000
NM_019388 Cd86 CD86 antigen 0.67 0.005
NM_010130 Emr1 EGF-like module containing, mucin-like, hormone receptor 1 0.70 0.003
NM_030707 Msr2 macrophage scavenger receptor 2 0.71 0.018
inflammatory proteins
NM_008987 Ptx3 pentraxin related gene 0.45 0.000
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第 1 章 in vivo の肥満脂肪組織におけるマクロファージと脂肪細胞との 
相互作用の解明 
 
1-1．序論 
 メタボリックシンドロームは、内臓脂肪型肥満を背景にインスリン抵抗性を発症し、
2 型糖尿病や高血圧症、さらには動脈硬化症などの重篤な疾患群を続けて発症すること
から深刻な社会問題となっている。近年、肥満からこれらの疾患の根幹を成すインスリ
ン抵抗性の発症に至る最も重要な引き金は、内臓脂肪組織の持続的、かつ軽微な慢性炎
症であることが明らかになった。そのため、メタボリックシンドロームの効果的な予防、
改善においては、脂肪組織の慢性炎症が発症する分子メカニズムの解明が求められてい
る。特に、肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤量の増加が報告されて以来、脂肪組
織の慢性炎症の発症に関与する重要な病態シグナルとして脂肪組織内に浸潤した活性
化マクロファージと脂肪細胞の相互作用が注目され、両細胞間の相互作用による病態的
意義の解明が急がれている。 
脂肪組織には、前駆脂肪細胞や免疫細胞からなる血管・間質系画分（stromal vascular 
fraction : SVF）が存在する。SVF におけるマクロファージ数の割合は、正常時は 10%
程度である一方で、肥満時には、実に、50%以上を占めることが明らかにされ、特に、
肥満脂肪組織では炎症性の M1 マクロファージが増加する[38]。脂肪組織に浸潤するマ
クロファージと脂肪細胞との相互作用の生理的意義を解明するために、in vitro におけ
る両細胞の共存培養系が確立され、M1 マクロファージから放出される代表的な炎症性
メディエーターである TNF-α などが脂肪細胞に作用し、主に nuclear factor-κB (NF-
κB) 経路を介して炎症性サイトカインや monocyte chemotactic protein-1（MCP-
1/CCL2）などのケモカイン類の産生を増加させる。一方で、extracellular-signal 
regulated kinase (ERK) や c-jun N-terminal kinase (JNK) などの mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) 経路を介して脂肪分解を誘導し、脂肪組織内に過剰に放出さ
れた遊離脂肪酸（特にパルミチン酸などの飽和脂肪酸）が toll-like receptor 4 (TLR4) 
を介してマクロファージを活性化することが示された[68,69]。実際に、TLR4 の細胞内
領域に点突然変異を有する C3H / HeJ マウスから単離した腹腔内マクロファージと
3T3-L1 脂肪細胞との共存培養を用いた解析がなされ、TLR4 シグナルが遮断されたマ
クロファージは、遊離脂肪酸刺激による TLR4/NF-κB 経路の活性化が阻害され炎症性
サイトカインの発現が有意に低下した[69]。このように、マクロファージは脂肪細胞か
ら過剰に放出される遊離脂肪酸によって TLR4 を介して活性化されることが示され
[69,70]、これらの両細胞の相互作用は病態的 paracrine loop として捉えられている
[68,69]。また、マウス脂肪細胞株 3T3-L1 細胞とマウスマクロファージ細胞株
RAW264.7 細胞との共存培養によって、脂肪細胞において TNF-α や IL-6 などの炎症
性サイトカインのみならず、CCL2 などのケモカイン類の発現が顕著に増加することが
16 
 
示され、さらには、ヒト由来脂肪細胞株 SGBS 細胞に対して、ヒト由来マクロファージ
細胞株 THP-1 細胞の培養上清の添加は、容量依存的に MAPK や NF-κB 経路を活性化
し、IL-1β や matrix metalloproteinases (MMPs) の産生の増加を引き起こした[71]。
以上のように脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作用によって炎
症性サイトカインやケモカイン類の発現が上昇し、脂肪組織内の炎症反応を増強させる
ことで、さらなるマクロファージの浸潤を促進する悪循環（vicious cycle）が形成され、
炎症の慢性化が引き起こされていると考えられている[68,69,72,73]。しかしながら、こ
れらの報告例はいずれも in vitro における培養細胞を用いた解析方法に基づくもので
あり、生理的な環境下での両細胞の相互作用を観察する上では不十分である。一方、in 
vivo における肥満時の白色脂肪組織における複雑な組織リモデリングの中から、脂肪
細胞とマクロファージとの相互作用に基づいた病態現象を特異的に抽出することは極
めて困難であり、両者の相互作用の病態理解は進んでいない。このような背景の中、以
前、分子栄養学研究室において、vitamin B6（B6）を高含量で摂取させたマウスの脂
肪組織では、脂肪細胞サイズや T 細胞、B 細胞などの浸潤には影響は認められないが、
肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤が選択的に抑制されることが見出された[74]。
そこで、B6 を高含量で摂取させたマウスは、肥満脂肪組織におけるマクロファージの
浸潤に関連した病態遺伝子群を特異的に抽出する動物モデルとして利用可能であると
想定され、本研究において応用することとした。 
本章では、遺伝性肥満モデルマウスの組織リモデリングが進行する白色脂肪組織にお
いて発現が有意に増加する遺伝子群と肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤が抑制
されているB6摂取マウスの白色脂肪組織において発現が低下した遺伝子群との比較解
析を行い、肥満病態の進行に関与する遺伝子群から、脂肪組織へのマクロファージの浸
潤に基づいた遺伝子群の選抜を試みた。さらには、in vitro における共存培養系を確立
し、活性化マクロファージとの相互作用による脂肪細胞での形質の変化を解析し、先に
選抜した脂肪組織へのマクロファージの浸潤に基づく遺伝子群の特徴づけを行い、in 
vivo における脂肪細胞とマクロファージとの相互作用の病態的な意義についての解明
を目指した。 
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1-2. 研究材料、および実験手法 
 
1-2-1. 一般試薬 
一般試薬には主に nacalai tesque、Sigmaの特級試薬を用いて行い、本論文においては
一部の試薬名を簡略化して記載した。 
 
1-2-2. polyacrylamide gel 電気泳動用の試薬の調製 
30％ acrylamide の作製 
29.0% acrylamide 
1.0% N,N’-methylenebisacrylamide 
上記の試薬をミリ Q 水で調製した後、0.45 μm filter (Millipore 社製)で吸引濾過した。 
 
10×TBE の調製 
0.89 M Tris 
0.89 M boric acid 
0.02 M EDTA 
上記の終濃度となるように蒸留水で調製した。 
 
polyacrylamide gel の作製 
5.0% acrylamide 
1×TBE 
0.1% APS 
0.01% TEMED 
上記の終濃度となるようにミリ Q 水で調製した。 
 
DNA 用 loading dye 
50% glycerol 
1 mM EDTA 
0.2% BPB 
上記の終濃度となるように dH2O で調製した。 
 
1-2-3. 動物飼育 
本研究で行う動物実験は、広島大学動物実験委員会において実験の手順、および方法
について広島大学承認番号 C11－23 により承諾を得た後、関連する法令等を遵守しな
がら遂行している。 
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db/db マウスの飼育 
6 週齢の db/db（+Leprdb/+Leprdb）雄性マウス、およびコントロールとして db/+
（+Dock7m/+Leprdb）雄性マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12
時間明暗サイクル（8:00～21:00 は明、21:00～8:00 は暗）、恒温（24±1°C）で飼育を行
った。馴化期間として、1 週間は脱イオン水と固形飼料を自由摂取させ、体重を記録し、
実験に用いた。コントロール（db/+）マウスは、7 週齢以降も脱イオン水と固形飼料を
自由摂取させ、db/db マウスは、実験食として、脂肪分 60%（カロリー比）を含む高脂
肪飼料 HFD-60 (オリエンタル酵母社製)を 3 週間与えた。 
 
ob/ob マウスの飼育 
14 週齢の ob/ob（Lepob/Lepob）雄性マウス、およびコントロールとして C57BL/6J 雄
性マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12 時間明暗サイクル（8:00
～21:00 は明、21:00～8:00 は暗）、恒温（24±1°C）で、脱イオン水と固形飼料を自由摂
取させ、飼育を行った。 
 
ICR 雄性マウスによる食事誘導性肥満試験 
5 週齢の ICR 雄性マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12 時間
明暗サイクル（8:00～21:00 は明、21:00～8:00 は暗）、恒温（24±1°C）で飼育を行った。
馴化期間として、1 週間は水と固形飼料を自由摂取させ、体重を記録し、実験に用いた。
6 週齢以降は、実験食として高脂肪飼料 HFD-60 を 8 週間与え、コントロール（ND）
マウスは AIN-93G（オリエンタル酵母社製）を自由摂取させた。 
 
1-2-4. 白色脂肪組織の摘出および total RNA の抽出 
絶食 5 時間後にマウスを屠殺し、精巣周囲の白色脂肪組織を摘出して脂肪組織重量
を測定した。精巣周囲からもっとも遠位に位置する脂肪組織片（約 0.3～0.5 g）をハ
サミで摘出し、QIAZOL reagent（Qiagen 社製）2 ml に加え、ホモジナイザーで完全
に破砕し、30 分間室温にて静置した後、total RNA の調製まで−80°C で保存した。脂
肪組織からの total RNA の調製は、RNeasy Lipid Tissue Mini kit（Qiagen 社製）を
用いて行った。その手順を以下に記す。上記の−80°C に保存していたホモジナイズ溶
液を解凍し、chloroform を 500 μl ずつ各サンプルに加え、15 秒間 vortex して良く混
合した。3 分間室温にて静置し、遠心 (4,000 g、4°C、15 分間) した後、上清を新し
い 1.5 ml 容チューブに回収した。回収した上清と等量の 70% ethanol（EtOH）を添
加して転倒混合した後、カラムに添加し、遠心 (12,000 g、4°C、15 秒間) した。遠心
後、フロースルー画分をデカントにて除去し、カラムに RW buffer を 700 μl ずつ添加
して遠心（12,000 g、4℃、15 秒間）した後、フロースルーを同様に除去した。続い
て、あらかじめ EtOH を添加した RPE buffer を 500 μl ずつカラムに添加して遠心
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（12,000 g、4℃、15 秒間）し、フロースルーを除去し、洗浄を行った。その後、再
度遠心（12,000 g、4℃、2 分間）し、カラム内の total RNA を乾燥させた。カラムを
新しい 1.5 ml 容チューブにセットし、添付の RNase free water を 50 μl ずつ滴下し
て遠心（12,000 g、4°C、1 分間）を行い、total RNA を回収した。 
 
1-2-5. DNA microarray 解析 
各群の total RNA の pool の調整 
1-2-4 の項で回収した total RNA は、EtOH 沈殿を行った後、−80°C で保存した。
EtOH 沈殿は、核酸溶液の 10 分の 1 容量の 3 M 酢酸 Na、2.5 倍容量の特級 EtOH を
加え、転倒混合により全体を均一にした。以降の EtOH 沈殿の作業も全て同様に行っ
た。−80°C で保存したサンプルを解凍後に遠心（12,000 g、4°C、15 分間）し、上清を
除去した後、70% EtOH で洗浄を行った。再度遠心し、上清を除去した後、減圧乾燥さ
せた。RNase free 水を 50 μl ずつ添加し、65°C にて 3 分間熱処理して total RNA 溶液
とした。nano drop 2000（Thermo 社製）を用いて RNA 濃度を測定した後、2 μg 相当
の total RNA 溶液を群毎（db/db 群、db/+群）に pool し、各群由来の total RNA 溶液
とし DNA microarray 解析に供した。 
 
cDNA の合成 
各群の total RNA 溶液に T7 promoter primer 1 μl と RNase-free water を加え、総
量 7.7 μl とし、65°C で 10 分間熱処理し、氷上で 5 分間静置した。その後、1 サンプル
あたり下記の cDNA 合成用の反応液を加え、穏やかに混合した。 
5×First strand buffer               2.7 μl 
0.1 M DTT           1.3 μl 
10 mM dNTP mix           0.7 μl 
MMLV-RT           0.7 μl 
RNase OUT                0.3 μl 
反応液を 40°C で 2 時間インキュベートし、65°C で 15 分間熱処理して反応を停止させ
た後、氷上で 5 分間静置し cDNA を合成した。 
 
cRNA 標識プローブの合成 
合成した cDNA 5.7 μl と下記の cRNA 標識プローブ合成用の反応液を混合した。 
RNase free distilled water（Invitrogen 社製）  10.2 μl 
4×Transcription buffer                      13.33 μl 
0.1 M DTT                                    4.0 μl 
NTP mix.                                    5.33 μl 
50% PEG                                    4.27 μl 
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RNase OUT                                  0.33 μl 
Inorganic pyrophosphatase                    0.40 μl 
T7 RNA polymerase                           0.53 μl 
サンプルを加えたチューブを遮光して、さらに Cyanine3-CTP、あるいは Cyanine5-
CTP を 1 サンプルあたり 1.6 μl ずつ加え、穏やかに混合した後、40°C で 2 時間、遮光
下でインキュベートした。 
 
Cyanine3 あるいは Cyanine5 標識 cRNA の精製 
標識した cRNA は、RNeasy Mini kit（Qiagen 社製）を用いて、以下の手順に従っ
て精製を行った。40.3 μl の nuclease-free water（NFW）を標識した cRNA に加え、
350 μl の RLT buffer を添加した。さらには、250 μl の EtOH を加え、ピペッティン
グによって静かに混合した後、全量を RNeasy mini カラムに添加した。カラムを 13,000 
g で 30 秒間遠心を行い、フロースルー画分を除去した。その後、あらかじめ EtOH を
加えて調整した RPE buffer を 500 μl カラムに添加し、13,000 g で 30 秒間遠心して洗
浄を行い、フロースルー画分を除去した。再度 RPE buffer を 500 μl 加え、同様に洗浄
を行った。さらに、カラムを 13,000 g で 1 分間遠心を行い、乾燥させた。新しいチュ
ーブにカラムを移し、30 μl の NFW をカラム中央に適下し、13,000 g で 1 分間遠心し
て cRNA 溶液を精製した。精製後、nano drop 2000（Thermo 社製）を使用して、cRNA
の収量および Cy3-CTP あるいは Cy5-CTP の取り込み率を算出し、プロトコール推奨
の基準を満たしていることを確認した。 
 
ハイブリダイゼーションおよびアレイ解析 
825 ng 相当の Cyanine3、および Cyanine5 ラベル標識した cRNA 溶液をハイブリ
ダイゼーションに使用した。ハイブリダイゼーションはオリゴ DNA マイクロアレイハ
イブリダイゼーションプロトコール（Agilent Technologies 社製）に従い、4×44k マ
ルチパックフォーマットの Whole Mouse Genome オリゴ DNA マイクロアレイ
（Agilent Technologies 社製）を用いて行った。ハイブリダイゼーション後、マイクロ
アレイを Agilent Gene Expression Wash Buffer1、Agilent Gene Expression Wash 
Buffer2、アセトニトリル溶液によって洗浄を行った。洗浄の工程は、洗浄プロトコー
ルに厳密にしたがって実施した。洗浄後のマイクロアレイを SureScan マイクロアレ
イスキャナ （ーAgilrent technologies 社製）にセットし、アレイ上の蛍光のスキャンを
行った。 
 
1-2-6. 酵素分散法による成熟脂肪細胞と SVF の分離 
collagenase type I 溶液の調製 
collagenase type I（worthington 社製）を PBS(-)で 1 mg/ml となるように調製し、
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collagenase type I 溶液として使用した。 
 
成熟脂肪細胞画分と SVF の分離 
ob/ob マウスの脂肪組織 0.3 g を 60 mm / dish に入れ、ハサミと手術用メスで細切後
50 ml 容チューブに入れ、あらかじめ調製した 1 mg/ml の collagenase Type I 溶液 15 
ml に浸した後、37°C で 30 分間振とうした（stroke 88/min）。その後、cell strainer 
100 μm（BD Falcon 社製）でフィルトレートし、不純物を除去した後、遠心（300 g、
5 分間）を行った。上清の細胞層を 100 μl 回収し、成熟脂肪細胞画分とした。その後上
清を除去し、1×PBS を 100 μl 加えて懸濁した後、再度遠心（300 g、5 分間）し、その
沈殿物を間質・血管系画分（stromal vascular fraction：SVF）とした。QIAZOL Reagent
を成熟脂肪細胞画分には 500 μl 、SVF には 900 μl 加えて 30 分室温にて静置した後、
total RNA の調製まで−80°C で保存した。 
 
total RNA の調製 
分離した成熟脂肪細胞と SVF からの total RNA の調製は、RNeasy Lipid Tissue 
Mini kit（Qiagen 社製）を用いて行った。成熟脂肪細胞層には、chloroform を 200 l 、
SVF には 100 μl 加え、1-2-4 の項と同様に total RNA の調製を行った。nano drop 2000
を用いて total RNA の濃度を測定し、成熟脂肪細胞層（80 ng 相当）、SVF（50 ng 相
当）の total RNA 溶液を用いて、1-2-7 の項に示す逆転写反応を行い、cDNA を作製し
た。 
 
1-2-7. RT-PCR解析 
逆転写反応による cDNA の合成 
ReverTra Ace RT（TOYOBO 社製）を用いて cDNA 合成を行った。500 ng 相当の
total RNA と RNase free distilled water を混合し、10.5 µl に合わせた。random primer
（3 μg/μl, invitrogen）2 μl を加え、65°C で 5 分間熱処理し、氷上で 1 分間静置した。
スピンダウンした後、1 サンプルあたり以下の反応液を加え、穏やかにピペッティング
を行い均一にした。 
ReverTra Ace RT（TOYOBO 社製）                                 1.0 µl 
5×First-Strand buffer（TOYOBO 社製）                              4 µl 
10 mM dNTP mix（TOYOBO 社製）                                   2 µl 
Recombinant RNase inhibitor（Takara Bio 社製）                     0.5 µl 
30°C で 10 分間インキュベートした後、42°C で 60 分間インキュベートし、95°C で 10
分間熱処理を行い、反応を停止させた。1 サンプルにつき 100 μl の dH2O を加え、cDNA
溶液とした。 
合成した cDNA を用いて Ex-Taq DNA polymerase（Takara Bio 社製）、Go-Taq DNA 
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polymerase（Promega 社製）、あるいは Quick-Taq DNA polymerase（Takara Bio 社
製）による PCR 反応を行った。Ex-Taq DNA polymerase を用いた PCR 反応終了後に
は、増幅産物 10 μl に DNA loading dye を 2.5 μl を混合した後、5% PAGE で電気泳動
を行った。電気泳動は 1×TBE の泳動 buffer を用い、200V の定電圧で 50 分間の条件
で行った。電気泳動終了後、gel を ethidium bromide 溶液に浸し、UV 照射により増幅
DNA のバンドのパターンを確認した。 
 
以下に PCR 反応の手順を記す。 
PCR 反応は 1 サンプルあたり以下の反応スケールでサンプルを調製した。 
 
Ex-Taq DNA polymerase (25 µl scale) 
nuclease free water      16.80 μl 
10×PCR buffer              2.0 μl 
dNTP mix                   2.0 μl 
Ex-Taq DNA polymerase        0.2 μl 
sense primer                  1.0 μl 
antisense primer               1.0 μl 
cDNA                        2.0 μl 
 
Go-Taq Green master mix (20 μl scale) 
Green master mix             10.0 μl 
nuclease free water            8.0 μl 
cDNA                         1.0 μl 
sense primer                   0.5 μl 
antisense primer               0.5 μl 
 
Quick-Taq master mix (20 μl scale) 
Quick-Taq master mix        10.0 μl 
nuclease free water          8.0 μl 
cDNA                      1.0 μl 
sense primer                0.5 μl 
antisense primer            0.5 μl 
 
PCR 用 8 連チューブに上記の反応液を均一となるように正確に加え、スピンダウンを
行った。95°C で 2 分間熱処理し、95°C 40 秒間→58°C 40 秒間→72°C 1 分間の条件下
で、計 30 サイクルの PCR 反応を行った後、72°C で 3 分間熱処理し、反応を停止させ
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た。 
本研究で使用した合成 primerは全て 100 μMで使用した。下記に使用した合成 primer
を記す。 
 
mouse Tnf-α 
sense primer               5’-CCGATGGGTTGTACCTTGTC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3’ 
 
mouse Mcp-1/ccl2 
sense primer               5’-GGTCCCTGTCATGCTTCTGG-3’ 
antisense primer           5’-CCTTCTTGGGGTCAGCACAG-3’ 
 
mouse Rantes/ccl5 
sense primer               5’-CCCTCACCATCATCCTCACT-3’ 
antisense primer           5’-AGCAAGCAATGACAGGGAAG-3 
 
mouse Msr1 
sense primer               5’-TCAAACTCAAAAGCCGACCT-3’ 
antisense primer           5’-ACGTGCGCTTGTTCTTCTTT-3’ 
 
mouse Emr1 
sense primer               5’-ATTGTGGAAGCATCCGAGAC-3’ 
antisense primer           5’-GTAGGAATCCCGCAATGATG-3’ 
 
mouse Mpeg1, 
sense primer     5’-GCTTGCCTCTGCATTTCTTC-3’ 
antisense primer   5’-TCTTCTGCTCCAGGTTTTGG-3’ 
 
mouse Ptx3 
sense primer               5’-TGGGTGGAAAGGAGAACAAG-3’ 
antisense primer           5’-CCGATCCCAGATATTGAAGC-3’ 
 
mouse Mmp3 
sense primer               5’-TGGAGATGCTCACTTTGACG-3’ 
antisense primer           5’-AGAGCTGCACATTGGTGATG-3’ 
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mouse Saa3 
sense primer               5’-TTGATCCTGGGAGTTGACAG-3’ 
antisense primer           5’-CACTCATTGGCAAACTGGTC-3’ 
 
mouse adiponectin 
sense primer               5’-TGGAGATGCTCACTTTGACG-3’ 
antisense primer           5’-AGAGCTGCACATTGGTGATG-3’ 
 
β-actin (mouse, human) 
sense primer               5’-TTGGGTATGGAATCCTGTGGCATC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTTGC-3’ 
 
mouse L-19 
sense primer               5’-GGCATAGGGAAGAGGAAGG-3’ 
antisense primer           5’-GGATGTGCTCCATGAGGATGC-3’ 
 
real-time PCR による発現解析 
real-time PCR 反応には THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix（TOYOBO 社製）
を使用した。primerと鋳型 cDNAは上記の項と同様のものを使用した。primerは sense、
antisense の両方を含む、終濃度 5 μM の primer set（5 μM primer set）を使用した。 
nuclease free water   6.60 μl 
5 μM primer set    2.00 μl 
ROX     0.40 μl 
THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix 10.0 μl 
cDNA     1.00 μl 
上記組成の反応溶液を丁寧に混合し、鋳型 cDNA を反応溶液に加え、ピペッティング
は行わずスピンダウンを行い、気泡が混入していないことを確認した。StepOne リアル
タイム PCR システム（Applied biosystems 社製）にセットし、95°C 2 分間の熱変性
後、95°C 15 秒、60°C 1 分を 1 サイクルとし 40 サイクル行った。後に、65°C から 90℃
までの melting curve を作成した。 
 
1-2-8. 細胞の培養、および共存培養法 
3T3-L1 細胞の継代培養および分化誘導 
【DMEM 培地の調整】 
10% fetal bovine serum (FBS) (BIOLOGICAL INDUSTRIES 社製) 
100 μg/ml streptomycin（Invitrogen 社製） 
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100 units/ml penicillin（Invitrogen 社製） 
上記の最終濃度なるように Dulbecco’s modified Eagle’s medium（Sigma 社製）にそれ
ぞれ溶解し、DMEM 培地とした。、 
 
【PBS 溶液の調整】 
PBS (-)粉末（COSMO BIO 社製）を、1 L の dH2O に溶解させ、オートクレーブ滅
菌したものを培養細胞用 PBS (-)として使用した。 
 
【分化誘導培地 (MDI) 】 
0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine（Sigma 社製） 
1 μM dexamethasone（Sigma 社製） 
5 μg/ml bovine insulin（Sigma 社製） 
上記の最終濃度となるように DMEM 培地に試薬を調整した。 
 
3T3-L1 細胞の継代培養および分化誘導 
マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1細胞の培養は、DMEM培地を基本培地として 100 mm
×20 mm cell culture dish（CORNING 社製）に 1.5×105 cells/dish の条件で播種し、
37°C、5% CO2 の条件下で行った。細胞は dish の 8 割に達した際に 0.25 %-trypsin-
EDTA 溶液（nacalai tesque 社製）を用いて継代した。 
 脂肪細胞への分化誘導は、以下の方法で行った。あらかじめ、35 mm×10 mm cell 
culture dish（CORNING 社製）に細胞を 4.0×105 cells/dish の条件で播種し、培養を
開始した。約 2 日後、細胞密度がコンフルエントに達した後、DMEM 培地に分化誘導
因子を加えた MDI と交換した。この交換日を分化誘導 0 日目（day0）とした。その後
は 2 日おきに 5 μg/ml bovine insulin（Sigma 社製）を含む DMEM 培地と交換した。
以降の脂肪細胞の分化誘導も同様の方法で行った。これら培養細胞の実験はすべてクリ
ーンベンチ内で無菌的に行った。 
 
培養細胞からの total RNA の調製、および RT-PCR 解析 
未分化あるいは脂肪細胞分化させた 3T3-L1 細胞の培地を取り除き、QIAZOL 
reagent を 500 μl ずつシャーレに加え、セルスクレーパーで細胞をシャーレから剥が
した後、1.5 ml 容チューブに溶液を回収した。回収した Qiazol 溶液に chloroform を
200 μl ずつ加え、15 秒間激しく vortex し、3 分間静置した。その後遠心（12,000 g、
4°C、10 分間）を行い、上清を新しい 1.5 ml 容チューブに回収した。1-2-4 の項で記し
た組織からの total RNA の抽出と同様に、RNeasy Lipid Tissue Mini kit を用いて total 
RNA の抽出を行った。回収した total RNA 濃度を nano drop 2000 を用いて測定し、1 
μg 相当の total RNA を用いて 1-2-7 の項と同様に逆転写反応を行い、cDNA を作製し
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た。作製した cDNA を用いて、1-2-7 の項に記した RT-PCR あるいは real-time PCR 解
析の方法と同様に、PCR 解析を実施した。 
 
RAW264.7 細胞(RAW 細胞)の継代培養、および lipopolysaccharide（LPS）刺激 
マウスマクロファージ由来細胞株 RAW 細胞の培養は、100 mm×20 mm cell culture 
dish に DMEM 培地を用いて 1.0×106 cells/dish の条件で播種し、37°C、5% CO2 環境
下で行った。細胞は dish の 8～9 割に達した際にセルスクレーパーを用いて回収し継
代した。 
RAW 細胞への LPS 刺激は、以下の方法で行った。あらかじめ、60 mm×20 mm cell 
culture dish（CORNING 社製）に RAW 細胞を 1.0×106 cells の条件で播種し、24 時
間培養を行った。最終濃度 1 μg/ml となるように LPS（Sigma 社製）を添加した。こ
の添加した時間を LPS 刺激 0 時間とした。LPS 刺激 24 時間後の RAW 細胞の培地を
除き、Qiazol reagent 500 μl を加え、1-2-4 の項で記した組織からの total RNA の抽出
と同様に、RNeasy Lipid Tissue Mini kit を用いて total RNA の抽出をい、1-2-7 の項
と同様に逆転写反応を行い、cDNA を作製した。 
 
Transwell system を用いた共存培養 
Traswell は、Costar 社製のクリアタイプを使用した。12 well cell culture plate
（Costar 社製）に 3T3-L1 細胞を 1×105 cells/dish の条件で播種し、定法に従って成熟
脂肪細胞へ分化させた。分化 8 日目に、transwell を設置し、RAW 細胞を 1.0×106 cells/ 
transwell の条件で播種し、24 時間培養後に終濃度 1 μg/ml の LPS を添加し、24 時間
または 48 時間共存培養させた。また、対照群として RAW 細胞を播種せず、LPS を 1 
μg/ml の条件で添加した。 
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1-3. 実験結果 
1-3-1．遺伝性肥満 db/dbマウスの遺伝子発現解析－単球・マクロファージの浸潤に関連 
して発現上昇する因子群の単離 
遺伝性肥満病態モデル（db/db）マウス、およびコントロール（db/+）マウスの精巣周囲白色
脂肪組織における 2群間の遺伝子発現変動を DNA microarray法を用いて解析を行った。
db/db マウスは、レプチン受容体（leptin receptor: OB-R）が遺伝的に変異している肥満モ
デルマウスであり、摂食量をコントロールする Leptin シグナルが破綻していることから自然発
症的に重篤な肥満を呈する。一方で、肥満を呈さないヘテロ変異マウス（db/＋）を対照群とし
て実験に供した。DNA microarray 法は、生物学的に異なる 2 群間における遺伝子発現の
差異を相対的に比較する方法であり、2 群間で発現変動する遺伝子を網羅的に解析すること
が可能である。今回は 1枚のスライドガラスの片面に、4 万 1 千個以上のマウス遺伝子と転写
産物由来の 60-merオリゴヌクレオチド配列がスポットされたアレイが計 4枚載っている 4×44k
フォーマット（Agilent Technologies 社製）を使用した。また、蛍光色素の取り込み効率、およ
びハイブリダイゼーション効率の差異が原因となる誤差や DNA microarray 解析には避けら
れない偽陽性を排除するため、蛍光色素とサンプルの組み合わせを入れ替え、1 サンプルに
つき 2 通りのハイブリダイゼーションを行う Dye Swap 法を利用することで真の候補遺伝子の
同定を試みた。DNA microarray 法による解析結果においては、cRNA 標識プローブに適
正なシグナル像を示した遺伝子群を選択するため、pValueLogRatio値が 0.05以下であるも
のを陽性シグナルとして選択した。その結果、野生型 db/+マウスと比較して db/db マウスの脂
肪組織において mRNA 発現が有意に上昇する 1,810 個の遺伝子を単離した。一方、末廣
は 1 mg/kgの B6摂取群と比較して 35 mg/kgの B6摂取群の脂肪組織においてマクロファ
ージの浸潤量が減少しており、その際の白色脂肪組織の mRNA 発現を解析した結果、465
個の発現量が低下することを明らかにしている[75]。そこで、両遺伝子発現の解析結果を比較
分析し、db/db マウスの肥満の進行に伴い発現量が有意に増加する遺伝子群の中から、マク
ロファージの浸潤に関連する遺伝子群の選抜を行った（Fig. 1）。その結果、262 個の遺伝子
群が単離され、この中には、マクロファージのマーカー遺伝子や ccl2などのケモカイン遺伝子
が含まれていた（Table 2）。 
 
1-3-2. 単球・マクロファージの浸潤に関連して発現上昇する因子群として選抜した候補遺伝
子の発現解析 
先に述べたように、DNA microarray 法では偽陽性が出現することから、各マウス個体より
total RNA を調製し、マウス白色脂肪組織内での発現変動について個体別に解析を試みた。
今回選抜を行った各候補遺伝子については特異的 primer を設計し、db/db および db/+マ
ウス（各群 n=3）の各個体の脂肪組織由来の total RNAを逆転写反応に供し、cDNAを調製
した。db/db マウスの白色脂肪組織の遺伝子発現と B6 摂取マウスの遺伝子発現の比較解析
によって単離された262個の中から、マクロファージのマーカー遺伝子やケモカイン類、さらに
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は炎症性のサイトカインなど候補遺伝子の RT-PCR 解析を行った。Tnf-α、Mcp-1/ccl2、
Spp1、Emr1、Msr1、Mmp3、および Ptx3の遺伝子群は db/dbマウスの白色脂肪組織にお
いて発現量が著しく増加していた（Fig.2）。さらに、real-time PCR法による解析において、野
生型 db/+マウスと比較して db/dbマウスの脂肪組織においてMmp3、Ptx3の mRNA発現
量は、それぞれ 3.0倍および 2.2倍有意に高まることを示した（Fig.3A，B）。また、B6摂取マ
ウスの脂肪組織の cDNA（各群 n=12）を用いて real-time PCR 解析を行い、Mmp3、Ptx3
の発現量はB6摂取量の増加によってそれぞれ 60%または 50%まで有意に低下することを示
した（Fig.3C，D ）。 
 
1-3-3. マクロファージ RAW細胞と脂肪細胞株 3T3-L1細胞との共存培養による候補遺伝子
の発現解析 
RAW細胞と 3T3-L1細胞との共存培養系を transwell systemを用いて構築し、TLR4の
リガンドである LPS によって RAW 細胞を活性化させ、in vitro での両細胞間の相互作用を
解析した（Fig.4）。RAW 細胞と共存培養をさせた際の 3T3-L1 脂肪細胞由来の cDNA を個
別に調製し、単離した候補因子群の RT-PCR による解析を行った結果、Mmp3 、Ptx3 、
Mcp-1、Cxcl10、Ccl7、Rantes/ccl5の発現量は、LPS刺激により活性化したRAW細胞との
共存培養によって 3T3-L1 細胞において著しく発現量が増加した（Fig.5A）。さらに、real-
time PCR による定量解析によって Mmp3 、Ptx3 の発現量は、対照群と比較して活性化し
た RAW 細胞と共存培養させた 3T3-L1 細胞においてそれぞれ 250 倍および 80 倍有意に
増加していた（Fig.5B，C）。 
 
1-3-4. 肥満脂肪組織においてマクロファージとの相互作用によって脂肪細胞で発現増加す
る Ptx3、Mmp3の単離 
Ptx3、およびMmp3の白色脂肪組織での発現量を real-time PCR法を用いて定量化し、
一方で、F4/80 抗体を用いた同組織の組織免疫染色によるマクロファージの浸潤数を数値化
した。両指標における相関の有無を pearson の積率相関分析によって解析し、Ptx3、および
Mmp3のmRNA発現量とマクロファージ浸潤量とは正に相関することを示した（Fig.6A，B）。
分化または未分化の 3T3-L1 細胞、および酵素分散法による分画を行った成熟脂肪細胞画
分（adipocyte）、および SVF の各 cDNA を用いた RT-PCR 解析を行い、3T3-L1 細胞、お
よび成熟脂肪細胞においてのみ Ptx3 mRNAの発現は確認されたが、Mmp3の発現はマク
ロファージ細胞株 RAW細胞や SVFにおいてもmRNA発現が認められた（Fig. 6C，D）。以
上の結果は、Ptx3はマクロファージの浸潤量の増加に伴って、脂肪細胞で発現が誘導した可
能性が示唆される一方で、Mmp3 は、脂肪細胞および浸潤したマクロファージの両細胞にお
いて発現している可能性が示された。 
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1-4. 考察 
メタボリックシンドローム発症の根幹であるインスリン抵抗性を発症する成因として、肥満脂
肪組織の持続的かつ軽微な慢性炎症が注目されている[76]。特に、ヒトやマウスの肥満脂肪
組織へのマクロファージの浸潤量の増加が報告されて以来、マクロファージと脂肪細胞との相
互作用が脂肪組織の慢性炎症の発症において重要な病態シグナルであると捉えられている
[24,25]。一方、肥満脂肪組織において進行する複雑な組織リモデリングの中から、マクロファ
ージと脂肪細胞との相互作用を特異的に解析することは困難であり、両者の相互作用の理解
は進んでいない。本章では、in vivoの肥満脂肪組織において肥満の進行に伴い発現量が増
加する遺伝子群の中から、マクロファージの浸潤に関連する候補遺伝子群を選抜し、さらには
共存培養を用いたマクロファージと脂肪細胞との相互作用の解析を通して、それらの遺伝子
群の詳細な発現解析を行うことで両者の相互作用による病態発症の理解を試みた。 
遺伝性肥満 db/db マウスの精巣周囲白色脂肪組織の遺伝子発現変動を DNA 
microarray 法を用いて網羅的に解析し、肥満の進行に伴って発現上昇する 1,810 個の
遺伝子群を単離した。これら遺伝子群には、従来から知られている TNF-α などの肥満
病態に関与する因子群が含まれていた。次に、マクロファージの浸潤を選択的に抑制す
る動物モデルである高B6摂取マウスの白色脂肪組織において発現量が有意に低下した
465 個の遺伝子群との重ね合わせを行うことで 262 個の因子群を抽出した。これら因
子群には、EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1 (Emr1)、
macrophage scavenger receptor 1 (Msr1) などのマクロファージマーカー遺伝子や、
monocyte chemotactic protein-1 (Mcp-1/ccl2)、osteopontin (Spp1)、chemokine (C-C 
motif) ligand 5 (Rantes/ccl5) などの単球・マクロファージの遊走に関わるケモカイン
類が多く含まれていることが明らかになった。そこで両遺伝子群の重ね合わせ解析は、
肥満に伴う脂肪組織へのマクロファージの浸潤に関連する遺伝子が効率よく抽出され
ていると考えられ、B6 摂取マウスを肥満時のマクロファージの浸潤に関連した病態遺
伝子群を抽出するモデルとして利用したことは妥当な手段であると考えられた。 
さらに、transwell system を用いた in vitro 培養系において RAW 細胞と 3T3-L1 細
胞の共存培養系を確立し（Fig.4）、in vivo において選抜した 262 個の因子群が両細胞
間の相互作用によって発現変動するのか解析を試みた。その結果、262 個の因子群の中
で、LPS 刺激を行っていない RAW 細胞との共存培養群と比較し、LPS 刺激により活
性化された RAW 細胞と共存培養を行った脂肪細胞において発現量が増加する 39 個の
因子群を選抜し、その中には matrix metalloproteinase 3 (Mmp3) や pentraxin 3 
(Ptx3) などの炎症性サイトカイン、さらには Ccl2 などのケモカイン類の発現量が顕著
に増加することを明らかにした。CCL2 は、肥満を呈する脂肪組織から過剰に放出され、
特に、マクロファージや前駆脂肪細胞を含む SVF において過剰に産生されることで単
球の脂肪組織への遊走を促進する因子として肥満の病態発症において重要な役割を担
うことが報告されている[29,77]。一方で本研究において、活性化したマクロファージと
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の相互作用によって成熟脂肪細胞が CCL2 を過剰に産生し、脂肪組織へのさらなるマ
クロファージの浸潤を誘発することで慢性炎症の発症に関与する可能性が示され、in 
vivo における両者の相互作用によって引き起こされる脂肪細胞の機能変化が重要な病
態シグナルであることが強く示された。本章では、脂肪組織の慢性炎症および全身の代
謝異常に関わる脂肪細胞由来の因子として、特に、マクロファージの脂肪組織への浸潤
に関連して脂肪細胞において発現量が増加する炎症性のサイトカインに着目した。RT-
PCR および real-time PCR 法を用いて、活性化したマクロファージとの相互作用によ
って脂肪細胞において発現量が著しく増加する炎症性のサイトカインとして Ptx3 およ
び Mmp3 を単離した。一方で、脂肪細胞における発現増加が認められなかった Tnf-α
などの他の炎症性サイトカインについては、マクロファージにおいて高発現すると考え
れらた。さらには、肥満脂肪組織における Ptx3 と Mmp3 mRNA 発現量と F4/80(+)細
胞数には正の相関が認められることから、両因子は肥満脂肪組織へのマクロファージの
浸潤量の増加に関連して発現誘導することが示唆された。Ptx3 は、肥満脂肪組織より
単離した成熟脂肪細胞画分（adipocyte）において高発現している一方で、SVF におい
てもわずかながら発現が認められた。3T3-L1 細胞および RAW 細胞の cDNA を用いた
発現解析によって、Ptx3 は、未分化または分化した細胞どちらにも発現が認められた
一方で、RAW 細胞には、LPS 刺激の有無にかかわらず発現は認められなかった。以上
のことから、SVF で確認された Ptx3 の発現は、前駆脂肪細胞由来と考えられ、Ptx3
は、脂肪組織に浸潤するマクロファージに応答して脂肪細胞で発現増加する遺伝子であ
る可能性が示された。PTX3 は、Creactive protein（CRP）や Serum amyloid P (SAP)
と同じ Pentraxin family に属する急性期炎症タンパク質として同定されたが、種間に
おいて遺伝子配列や制御機構が高度に保存されているなど、その特性は CRP などとは
大きく異なる[78,79]。ヒト臨床試験において、PTX3 は、肥満患者の脂肪組織において
発現増加し、脂肪組織の PTX3 発現量と BMI 値、血中脂質濃度、および血中 HDL 値
は有意な正の相関を示すことが報告された[80]。さらには、心血管代謝リスクの新規の
炎症性マーカーとして明らかにされつつあり、心血管疾患の予後不良の予測因子として
の利用が検討されている[78]。肥満脂肪組織から過剰に産生される PTX3 は、脂肪組織
に浸潤したマクロファージと脂肪細胞との相互作用によって脂肪細胞において産生さ
れることから、脂肪組織の慢性炎症の病態マーカーとしての応用が期待される。さらに
は、肥満脂肪組織において脂肪細胞から分泌される PTX3 は、肥満関連疾患である動脈
硬化症や致死性血管疾患の発症リスクを高めることから、Ptx3 の遺伝子発現を標的と
したマクロファージと脂肪細胞との相互作用を抑制する機能性成分の評価はメタボリ
ックシンドロームの新たな治療薬の創出に繋がると考えられた。PTX3 遺伝子のプロモ
ーター領域には NF-κB 転写因子結合領域が含まれ、その転写活性は、TNF-α 刺激によ
る ERK1/2 および JNKなどの MAPK カスケードを介した NF-κBの活性化によって増
加されることが報告された[81]。本研究においてマクロファージとの相互作用によって
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発現上昇したPtx3は、活性化マクロファージが放出する主要な炎症性因子であるTNF-
α が脂肪細胞に作用し、NF-κB 活性化を介して誘導されることが示唆された。一方、
MMP3 は、動脈硬化巣の血管内膜に沈着したマクロファージから大量に産生され、動
脈硬化プラークのコラーゲンの分解と再構築を促進し、動脈硬化症の発展に関わる炎症
性因子として知られている[82]。肥満患者の血液中には、健常者と比較して MMP3 を
含む MMPs が多量に分泌されており、動脈硬化症などの血管系疾患の高リスク要因と
考えられている。肥満の進行に伴う脂肪組織は、脂肪細胞の肥大化や細胞数の増加に加
えて、血管新生や細胞外マトリックスの分解と再構築が繰り返される組織リモデリング
に特徴づけられる[19–21]。肥満脂肪組織において過剰に産生される MMP3 は、脂肪組
織の肥大化、発展において重要な役割を担うと共に、血中において増加した MMP3 は
動脈硬化症の発症に大きく関与することが想定される。in vitro 試験において、活性化
マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において Mmp3 mRNA の発現が増加
する一方で、肥満脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞ではわずかな発現しか示さず、逆
に、SVF および LPS 刺激した RAW 細胞において高発現したことから、共存培養によ
る脂肪細胞での Mmp3 遺伝子の発現増加は、in vitro の実験系による人為的なアーチ
ファクトが一部影響を及ぼしたと考えられる。脂肪組織における Mmp3 遺伝子の発現
量はマクロファージの浸潤量と正の相関を示すが、その発現はマクロファージにおいて
強く観察されることから、MMP3 は、肥満脂肪組織に浸潤し活性化したマクロファー
ジから主に産生されると考えられ、肥満脂肪組織のマクロファージの浸潤マーカーとし
て捉えることが出来る。 
 本章で選抜したマクロファージの浸潤に関連する候補遺伝子群には、脂肪組織の炎症
に関与し、動脈硬化症の発症において重要な役割を担う可能性が考えられる Ptx3 や
Mmp3 が含まれた。PTX3 は、マクロファージの脂肪組織への浸潤によって脂肪細胞に
おいて発現が誘導されることで病態発症に関与する新規の脂肪細胞由来の因子であり、
脂肪細胞において発現増加する生理的意義について解析を進めることで、in vivo にお
けるマクロファージと脂肪細胞との相互作用の病態的意義について新たな知見が得ら
れ、メタボリックシンドロームの成因の解明に繋がると期待される。さらには、Mmp3
も有力な脂肪細胞由来の遺伝子として単離したが、SVF およびマクロファージ RAW 細
胞において高発現することから、その発現量は相互作用によって脂肪細胞において発現
増加している一面より、脂肪組織に浸潤するマクロファージのマーカーである可能性が
考えられた。本研究手法で単離した候補遺伝子群には、マクロファージの浸潤に関連し
発現増加することで病態発症において重要な役割を担う脂肪細胞由来の遺伝子が単離
されている可能性が考えられ、さらなる遺伝子の発現解析や脂肪細胞において発現増加
する意義などについて詳細な解析が期待される。一方で、本研究においては、マクロフ
ァージの浸潤に関連して逆に脂肪細胞で発現が低下する遺伝子群の単離も可能である
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と想定され、第 3 章においては、脂肪細胞で発現低下する新規の遺伝子群の同定を試み
た。 
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1-5．図表 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 db/db マウスの白色脂肪組織において発現上昇する因子群と
B6 摂取によって発現低下する因子群との比較解析 
 
遺伝性肥満 db/db マウスの白色脂肪組織において発現上昇した 1,810 遺伝子とマク
ロファージの浸潤を抑制した B6 摂取マウスの白色脂肪組織において発現低下した 465
遺伝子との比較解析によって 262 個の因子群を単離した。 
34 
 
 
Table 2 db/db マウスの白色脂肪組織において発現上昇し B6 摂取
によって発現低下する因子群 
 
Fig. 1 で単離された因子群 262 個の一部の因子の遺伝子発現変動を示す。赤色はコン
トロールマウス db/+と比較した際の db/db の発現上昇（倍率）を、青色は高容量の B6
摂取による発現量の低下（倍率）を示している。単球・マクロファージの既知のマーカ
ー遺伝子や遊走に関わるケモカイン遺伝子を含んでおり、単球・マクロファージの浸潤
に関連した因子群が多く含まれている。 
 
Gene ID Gene symbol Gene description Fold
cytokines and chemokines
NM_013652 Ccl4 chemokine (C-C motif) ligand 4 0.49
NM_009263 Spp1 secreted phosphoprotein 1 0.49
NM_009917 Ccr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 0.53
NM_013654 Ccl7 chemokine (C-C motif) ligand 7 0.55
NM_013693 Tnf tumor necrosis factor 0.55
NM_011333 Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 0.56
NM_011315 saa3 Serum amyloid A3 0.48
NM_011610 Tnfsf1b tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b 0.65
NM_01074 NIl1rl13 interleukin 1 receptor-like 1 0.67
NM_011337 Ccl3 chemokine (C-C motif) ligand 3 0.73
recruited monocyte/macrophage
NM_145976 BC027057 cDNA sequence BC027057 0.42
NM_010959 Oit3 oncoprotein induced transcript 3 0.65
NM_178792 Sirpb1 signal-regulatory protein beta 1 0.58
NM_007651 Cd53 CD53 antigen 0.65
NM_010330 Emb embigin 0.68
NM_011113 Plaur plasminogen activator, urokinase receptor 0.62
cell adhesion
NM_010809 Mmp3 matrix metallopeptidase 3 0.32
NM_008605 Mmp12 matrix metallopeptidase 12 0.54
NM_021334 Itgax integrin alpha X 0.57
NM_008607 Mmp13 matrix metallopeptidase 13 0.63
NM_008404 Itgb2 integrin beta 2 0.67
NM_008319 Icam5 intercellular adhesion molecule 5 (telencephalin) 0.68
NM_008401 Itgam integrin alpha M 0.74
macrophage differentiation (including foaming)
NM_011355 Sfpi1 SFFV proviral integration 1 0.42
NM_008987 Ptx3 pentraxin related gene 0.45
NM_031195 Msr1 macrophage scavenger receptor 1 0.56
NM_009853 Cd68 CD68 antigen 0.59
NM_011593 Timp1 tissue inhibitor of metalloproteinase 1 0.56
0.71
Fold
db/db B6
3.28
547.3
4.54
2.55
1.78
3.81
6.12
2.14
10.3
6.12
2.30
16.1
10.9
3.18
3.98
2.95
10.1
14.1
5.74
4.01
1.84
2.94
2.55
2.52
3.31
5.44
5.24
9.16
6.64
NM_009851 CD44 CD44 antigen 0.744.33
NM_030707 Msr2 macrophage scavenger receptor 2
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Fig.2 db/db マウスの白色脂肪組織における発現解析 
 
コントロールマウスとして db/+、および肥満 db/db マウスの白色脂肪組織における
mRNA の発現解析を示す。Tnf-α 、Mcp-1/ccl2 、Spp1、Emr1、Msr1、Mmp3 、お
よび Ptx3 の mRNA 発現を RT-PCR 法によって解析し、肥満脂肪組織においてマクロ
ファージマーカー遺伝子、炎症性サイトカインやケモカイン遺伝子の発現上昇を確認し
た。 
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Fig.3 real-time PCR 法による Ptx3 および Mmp3 遺伝子の発現解
析 
 
コントロールマウスとして db/+、および肥満 db/db マウスの白色脂肪組織における
Mmp3 、および Ptx3 の mRNA 発現を real-time PCR 法によって解析した（n=3）。
db/db マウスの白色脂肪組織において両遺伝子の mRNA の発現量は有意に増加した 
（A, B）。また、両遺伝子の 1 mg/kg vitamin B6、および 35 mg/kg vitamin B6 摂取マ
ウスの白色脂肪組織における発現解析の結果、35 mg/kg の B6 を摂取させたマウス
（n=12）において Ptx3、および Mmp3 mRNA の有意な発現量の低下を示した（C, D）。 
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Fig.4 マウスマクロファージ RAW264.7 細胞とマウス前駆脂肪
3T3-L1 細胞との共存培養系 
 
 
 各区において、3T3-L1 細胞を成熟脂肪細胞へと分化させた後、C 区および D 区にお
いて transwell 上に RAW264.7 細胞を 1×106 cells/well の条件で播種した。D 区にお
いては RAW 細胞を LPS により活性化させ、対照群として B 区において RAW 細胞を
播種せずに LPS の投与を行った。また A 区において transwell のみを設置した。LPS
添加から 24 時間、および 48 時間後の mRNA を抽出し、発現解析に供した。なお、B
区においては LPS の脂肪細胞に対する直接的な作用を検討するために設置した。 
 
  
D
1μg/ml LPS
RAW
LPS
－
－
－
＋ ＋
＋＋
－
B
1μg/ml LPS
A C
3T3-L1細胞
RAW264.7細胞
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Fig.5 共存培養系におけるマウス前駆脂肪 3T3-L1 細胞の遺伝子発
現解析 
 
各区の 3T3-L1 細胞由来の cDNA を用いて、RT-PCR 解析および real-time PCR 法
により発現解析を行った。RT-PCR 解析の結果、Ccl2、Rantes、Ccl7、および Cxcl10、
Ptx3、Mmp3 の mRNA 発現量は活性化した RAW 細胞との相互作用によって 3T3-L1
細胞において著しく増加した（A）。さらに、real-time PCR 解析によって Ptx3、Mmp3
の mRNA の定量解析を行った結果、活性化した RAW 細胞と共存培養させた 3T3-L1
細胞において有意に発現量が増加した（B,C）。 
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Fig.6 Ptx3 および Mmp3 mRNA 発現量と白色脂肪組織に浸潤す
る単球・マクロファージ細胞数との比較解析 
 
各マウス個体において、脂肪組織に浸潤した単球・マクロファージ細胞数を F4/80 抗
体を用いた免疫組織染色により定量化し、また Ptx3、および Mmp3 の mRNA 発現量
を real-time PCR 法により定量化した。pearson の積立相関解析を実施し、両指標の相
関の有無を解析した結果、浸潤した単球・マクロファージの細胞数と Ptx3、および
Mmp3 の mRNA 発現量は正の相関を示した（A, B）。未分化（MDI-）または分化誘導
後 14 日目（MDI+）および、無刺激または LPS 刺激による活性化 RAW264.7 細胞の
Ptx3、および Mmp3 の mRNA の発現を RT-PCR 法により解析を行った（C）。食餌性
肥満マウスの白色脂肪組織を酵素分散法により分画し、Ptx3 および Mmp3 の発現を
RT-PCR 法にて解析を行った（D）。Ptx3 は in vivo における成熟脂肪細胞に mRNA 発
現が認められた。 
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第 2 章 マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現増加する
Ikkε の単離 
 
2-1．序論 
 内臓脂肪型肥満を背景として発症するメタボリックシンドロームは、全身性の軽微な
炎症によって生じるインスリン抵抗性が重要な基礎疾患と考えられている。インスリン
抵抗性は、血液中のグルコース濃度（血糖値）の上昇に伴って膵 β 細胞より十分な量の
インスリンが血中へ分泌される一方で、インスリン標的組織である筋肉や肝臓、脂肪組
織におけるインスリン作用が低下し、糖の取り込みが抑制されるなど血糖値の調節機構
が著しく障害されている状態である。そのため、インスリン抵抗性を発症している患者
では、持続的な高血糖状態となり、膵臓、肝臓、心臓など各組織の恒常性が破綻する結
果、糖尿病や動脈硬化症など致死性の疾患群を続発する[83]。肥満の進行に伴い肥大化
した内臓脂肪組織では、TNF-α や CCL2、IL-1β などの炎症性サイトカインが多量に産
生され、肥満脂肪組織において慢性炎症が生じていることが見出された。さらには、脂
肪組織で産生された炎症性サイトカインは血中にも分泌され、インスリン標的臓器を含
め全身において軽微な炎症を誘発することから[84]、脂肪組織の慢性炎症がメタボリッ
クシンドロームの発症において重要な基盤病態であると考えられ、肥満脂肪組織におけ
る慢性炎症の発症メカニズムの解明が求められている。 
NF-κB は、生体における炎症反応において重要な役割を担う炎症性の転写因子とし
てその生理的および病態的な意義について多数の報告がなされている[85–87]。これま
でに NF-κB は、制御因子である inhibitor of κB（IκB）と複合体を形成した不活性型
で細胞質内において存在し、炎症性サイトカインである TNF-α や IL-1β、さらには酸
化ストレスなどの刺激により活性化される inhibitor of κB kinase（IKKs）によって IκB
が分解されることで、NF-κB の核内への移行が促進され、標的遺伝子の発現を誘導す
ることが明らかにされている[87]。肥満病態モデルを用いた動物試験において、肥満の
進行に伴って脂肪組織では inhibitor of κB kinase β（IKKβ）の活性化を介する NF-κB
の活性化が観察され、さらにその標的遺伝子である TNF-α や IL-1β などの炎症性サイ
トカインの血中濃度と肥満度とは正の相関を示すことが明らかにされた[10]。さらには、
骨格筋や肝臓などのインスリン標的組織においても NF-κB の活性化が観察されており、
インスリン抵抗性の発症には NF-κB の活性化を介する炎症反応が深く関与することが
示唆されている[88,89]。このように肥満時には、インスリン標的臓器を含め全身におい
て NF-κB は活性化されるが、肝細胞特異的に IKKβ を欠損させ、遺伝的に NF-κB の
活性化を阻害したマウスに高脂肪食を負荷し、肥満を誘導した際には、肝臓でのインス
リン感受性が増加し、肥満に伴うインスリン抵抗性に対して改善効果を示すことが報告
された[89]。一方で、筋肉や脂肪組織におけるインスリン感受性は改善されなかったこ
とから、肝臓の NF-κB を介した炎症反応は、全身性の炎症反応には影響せず、肝臓局
41 
 
所的にインスリン抵抗性を惹起していると考えられた。一方で、全身において重要な生
理機能を発揮する骨髄性の細胞特異的に IKKβ を欠損させたマウスでは、高脂肪食負荷
による肥満誘導に伴った耐糖能の悪化は生じず、またインスリン標的組織におけるイン
スリンの感受性が増加したことから、骨髄由来のマクロファージや好中球の NF-κB の
活性化が全身のインスリン抵抗性に関与すると考えられた[90]。 
2003 年に Weisberg らによって、ヒトやマウスの肥満脂肪組織においてマクロファ
ージの浸潤量が増加することが報告された[25]。脂肪組織に浸潤するマクロファージは、
肥大化しネクローシスを起こした脂肪細胞を取り囲むように集積しており、特に、NF-
κB の標的遺伝子を多量に産生する M1 型のマクロファージが蓄積している。これまで
に脂肪組織の慢性炎症の発症において、脂肪組織へと浸潤するマクロファージが重要な
役割を担うことが示唆されたが、その生理的機能は未だ不明な点が多い。Suganami ら
によって in vitro におけるマクロファージと脂肪細胞との共存培養系を用いた解析が
実施され、NF-κB の活性化を介する両者の paracrine loop が観察され、慢性炎症の発
症において両者の相互作用が特に重要な病態シグナルとして明らかにされた[68]。極最
近の報告では、3T3-L1 細胞を用いた in vitro 試験によって、活性化マクロファージの
培養上清によって刺激を行った脂肪細胞では、刺激を行っていない脂肪細胞と比較して
インスリン刺激によるグルコース取り込み能が有意に低下しており、活性化マクロファ
ージとの相互作用によって脂肪細胞における代謝機能が著しく障害されている可能性
が示されている[68,69]。このように、in vitro における解析によって、NF-κB の活性化
を介する両者の相互作用が炎症性サイトカインの発現量を増加させ、慢性炎症の発症に
寄与するのみならず、脂肪細胞のインスリン感受性を阻害し脂質合成など生理機能の破
綻を引き起こすことが示唆された。一方で、in vitro 試験によって明らかにされた両者
の相互作用による脂肪細胞の代謝不全や炎症性サイトカインの発現上昇などの研究結
果は、in vivo における肥満脂肪組織の生理的な現象を十分に観察できているとは言い
難い。また、骨髄性の細胞特異的に NF-κB の活性化を阻害したマウスでは、脂肪組織
における炎症反応が減少し、インスリン抵抗性は改善されるが[90–92]、活性化マクロ
ファージと脂肪細胞との相互作用も阻害されており、in vivo における慢性炎症の発症
に対する両者の paracrine loop の生理的な関与は明らかにされていない。 
前章において、vitamin B6 を高含量で摂取させたマウスを肥満時の脂肪組織へのマ
クロファージの浸潤を選択的に抑制する動物モデルとして利用し、マクロファージと脂
肪細胞との相互作用による病態シグナルを in vivo において解析可能としている。さら
には、マクロファージの浸潤に関連して脂肪細胞において発現が変動することで肥満の
病態発症に関わる候補遺伝子として Ptx3 を同定した。PTX3 は、マクロファージとの
相互作用によって脂肪細胞から分泌される急性期炎症タンパク質であり、脂肪組織の慢
性炎症を含め、肥満の病態発症に関わる因子であると想定された。一方で、マクロファ
ージとの相互作用によって in vivo の脂肪細胞において発現変動することで肥満の病態
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発症に関わるシグナル伝達機構については解明されていない。本章では、前章で単離し
たマクロファージの浸潤に関連する候補遺伝子群の中で、マクロファージとの相互作用
によって脂肪細胞において発現増加することで肥満の病態発症に関与する脂肪細胞由
来の候補遺伝子として、NF-κB の活性化に関わるシグナル伝達因子であり、かつ近年、
インスリン抵抗性などの病態発症と関連することが報告された Inhibitor of κB kinase 
epsilon (Ikkε)に着目し、Ikkε の発現解析を通して、病態発症に関与する脂肪細胞にお
ける IKKε の生理的意義について検討を行うこととした。 
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2-2. 研究材料、および実験手法 
 
2-2-1. 一般試薬 
一般試薬には主に nacalai tesque、Sigmaの特級試薬を用いて行い、本章で使用した試
薬の一部は略号に記載したように簡略化している。 
 
2-2-2  polyacrylamide gel 電気泳動用試薬の調製 
1-2-2 の項に準じて行った。 
 
2-2-3. 動物飼育 
本研究で行う動物実験は、広島大学動物実験委員会において実験の手順、および方法
について広島大学承認番号 C11－23 において承諾を得た後、関連する法令等を遵守し
ながら遂行している。 
 
db/db マウスの飼育 
6 週齢の db/db 雄性マウス、およびコントロールとして db/+雄性マウスを日本チャ
ールス・リバー株式会社より購入した。12 時間明暗サイクル (8:00～21:00 は明、21:00
～8:00 は暗) 、恒温 (24±1°C) で飼育を行った。飼育条件は、1-2-3. db/db マウスの飼
育の項に記載した。 
 
C57BL/6Jマウスの飼育 
5 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12
時間明暗サイクル’（8:00～21:00 は明、21:00～8:00 は暗）、恒温 (24±1°C) で飼育を行
った。馴化期間として、購入後 1 週間は水と固形飼料を自由摂取させ、実験に用いた。
6 週齢以降、実験食として脂肪分 60%（カロリー比）を含む高脂肪飼料 HFD-60 を 8
週間、または 16 週間与えた。コントロール（ND）マウスは 6 週齢以降、通常食 AIN-
93G を自由摂取させた。 
 
2-2-4. 白色脂肪組織の摘出および RNA 抽出 
絶食 5 時間後に精巣周囲の白色脂肪組織を摘出した。摘出した脂肪組織重量を測定
し、精巣周囲からもっとも遠位に位置する脂肪組織片（約 0.3～0.5 g）をハサミで摘出
し、QIAZOL reagent（Qiagen）2 ml に加え、ホモジナイザーで完全に破砕して 30 分
間室温にて静置した後、total RNA の調製まで−80°C で保存した。脂肪組織からの total 
RNA の調製は、RNeasy Lipid Tissue Mini kit(Qiagen)を用いて 1-2-4 の項と同様に行
った。 
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2-2-5. 酵素分散法による成熟脂肪細胞と SVF の分離 
collagenase type I 溶液の調製 
collagenase type I (worthington 社製)を 1 mg/ml となるように PBS(-)で調製し、
collagenase type I 溶液として使用した。 
成熟脂肪細胞画分と SVF の分離 
2-2-4 の項で摘出した db/db マウスおよび db/+マウスの脂肪組織（n=3）約 0.3 g を
別々に 6 mm /dish に入れ、ハサミと手術用メスで細切後それぞれを 50 ml 容チューブ
に入れ、15 ml の collagenase Type I 溶液に浸した後、37°C で 30 分間振とうした
(stroke 88/min)。その後、cell strainer 100 μm (BD Falcon 社製)でフィルトレートし、
遠心(300 g、5 分間)を行った。上清のうち、最上部を 100 μl 回収し、成熟脂肪細胞とし
た。その後上清を除去し、1×PBS を 100 μl 加えて懸濁した後、再度遠心(300 g、5 分
間)し、その沈殿物を間質・血管系画分(stromal vascular fraction：SVF)とした。QIAZOL 
Reagent を成熟脂肪細胞層には 500 μl 、SVF には 900 μl 加えて 30 分室温にて静置し
た後、total RNA の調製まで−80°C で保存した。 
 
total RNA の調製 
分離した成熟脂肪細胞と SVF からの total RNA の調製は、RNeasy Lipid Tissue 
Mini kit (Qiagen)を用いて、1-2-6. total RNA の調製の項と同様に行い、逆転写反応に
よって cDNA を作製した。 
 
2-2-6. RT-PCR解析 
逆転写反応による cDNA の合成 
1-2-7 の項と同様に、ReverTra Ace RT (TOYOBO 社製)を用いて cDNA 合成を行っ
た。合成した cDNA を用いて Go-Taq DNA polymerase（Promega）による PCR 反応
を行い、反応終了後に 5% PAGE で電気泳動を行った。電気泳動は 1×TBE の泳動 
buffer を用い、200 V の定電圧で 50 分間の条件で行った。電気泳動終了後、gel を
ethidium bromide 溶液に浸し、UV 照射により増幅 DNA のバンドのパターンを確認
した。 
 
以下に PCR 反応の手順を記す。 
PCR 反応は 1 サンプルあたり以下の反応スケールでサンプルを調製した。 
 
Go-Taq Green master mix (20 μl scale) 
Green master mix            10.0 μl 
Nuclease free water           8.0 μl 
cDNA                       1.0 μl 
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sense primer                  0.5 μl 
antisense primer              0.5 μl 
 
スピンダウンした後、PCR 用 8 連チューブに上記の反応液を加えた。95°C で 2 分間熱
処理し、95°C 40 秒間→58°C 40 秒間→72°C 1 分間の条件下で、計 30 サイクルの PCR
反応を行った後、72°C で 3 分間熱処理し、反応を停止させた。 
本研究で使用した合成 primer は全て 100 μM で使用した。下記に使用した合成 primer
を記す。 
 
mouse Tnf-α 
sense primer               5’-CCGATGGGTTGTACCTTGTC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3’ 
 
mouse Emr1 
sense primer               5’-ATTGTGGAAGCATCCGAGAC-3’ 
antisense primer           5’-GTAGGAATCCCGCAATGATG-3’ 
 
mouse Ikkε, 
sense primer      5’-CAAGCTGGAGATGATGAGA-3’,  
antisense primer    5’-GGCTGTGAGCTCCACTCCAAG-3’ 
 
β-actin (mouse, human) 
sense primer               5’-TTGGGTATGGAATCCTGTGGCATC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTTGC-3’ 
 
mouse L-19 
sense primer               5’-GGCATAGGGAAGAGGAAGG-3’ 
antisense primer           5’-GGATGTGCTCCATGAGGATGC-3’ 
 
real-time PCR による発現解析 
real-time PCR 反応は THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix (TOYOBO)を使用し、
1-2-7. real-time PCR による発現解析の項と同様の反応組成および反応条件で行った。 
 
2-2-7. 細胞の培養、および共存培養法 
3T3-L1 細胞の継代培養および分化誘導 
【PBS 溶液の調整】 
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1-2-8.の項と同様に作製し、使用した。 
 
【DMEM 培地の調整】および【分化誘導培地 (MDI)】の調製は、1-2-8.の項に記載し
た方法で調製し、以下の培養実験に使用した。3T3-L1 細胞の分化誘導は、1-2-8.の項で
記載した定法に従って行い、すべての培養実験はクリーンベンチ内で無菌的に行った。 
 
RAW264.7 細胞(RAW 細胞)の継代培養および培養上清の回収 
マウスマクロファージ由来細胞株 RAW 細胞の培養は、DMEM 培地を用いて、1-2-8.
の項に記載した方法に準じて行った。RAW 細胞の培養上清（MacCM）の調整法を以下
に記す。100 mm×20 mm cell culture dish（CORNING 社製）に 1×107 cells/dish の
条件で RAW 細胞を播種し、37°C、5% CO2の条件下で 24 時間培養を行った。最終濃
度 1 μg/ml となるように lipopolysaccharide（LPS)（Sigma 社製）を添加した。この添
加した時間を LPS 刺激 0 時間とし、LPS 刺激 8 時間後の培養上清を 15 容ファルコン
チューブに回収し、-80℃で保存した。LPS 刺激を行わない未刺激の培養上清は、RAW
細胞を播種し、24 時間培養後に培地交換を行い、培地交換時間を 0 時間として 8 時間
後の上清を回収し、-80℃で保存した。 
 
Transwell system を用いた共存培養 
共存培養は、Costar 社製のクリアタイプの 12 well cell culture plate を使用し、1-
2-9 の項に記載した方法で行った。 
 
RAW 細胞の培養上清による 3T3-L1 細胞の刺激 
12 well culture plate（Costar 社製）に 3T3-L1 細胞を 8×104 cells/dish の条件で播
種した。定法に従って分化誘導を行い、分化誘導 8 日後（day8）の成熟脂肪細胞を作製
した。-80°C 保存しておいた RAW 細胞の培養上清を 0.45 mm フィルター（Millipore
社製）を用いてろ過滅菌を行い、そのうち 3 ml を 15 容チューブに入れた。当量の
DMEM 培地で希釈を行い、培養上清を 50 %となるように混合した。混合した培養上清
を、day8 の成熟脂肪細胞の DMEM 培地と培地交換を行うことで刺激を行った。 
 
IL-1βおよび Tnf-α による 3T3-L1 細胞の刺激 
12 well culture plate（Costar 社製）に 3T3-L1 細胞を 8×104 cells/dish の条件で播
種した。定法により分化誘導を行い、分化誘導 8 日後（day8）の成熟脂肪細胞を作製し
た。終濃度 10 ng/ml となるように recombinant mouse TNF-alpha (R&D systems 社
製)を DMEM 培地に加え、培地効果を行うことで刺激を行った。同様に、分化誘導 8 日
後（day8）の成熟脂肪細胞を作製し、終濃度 5 ng/ml となるように recombinant human 
IL-1-beta (R&D systems 社製)を DMEM 培地に加え、培地交換によって細胞刺激を行
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った。無刺激の細胞群は、DMEM 培地に PBS(-)を加え、培地交換を行った。 
 
培養細胞からの total RNA の抽出、および RT-PCR 解析 
共存培養 24 時間後、または培養上清による刺激 18 時間後の 3T3-L1 細胞の培地を
取り除き、QIAZOL Reagent を 500 μl ずつシャーレに加え、セルスクレーパーで細胞
の接着を剥がし、溶液全量を 1.5 ml 容チューブに回収した。TNF-α および IL-1β によ
って 24 時間サイトカイン刺激を行った 3T3-L1 細胞の培地を取り除き、QIAZOL 
Reagent を 500 μl ずつシャーレに加え、セルスクレーパーで細胞の接着を剥がし、溶
液全量を 1.5 ml 容チューブに回収した。室温にて 3 分間静置した後、chloroform を 100 
μl ずつ加え 15 秒間激しく vortex を行い、さらに 3 分間静置した。その後遠心(12,000 
g、4°C、10 分間)を行い、上清を新しい 1.5 ml 容チューブに回収し、1-2-4 の項で記し
た組織からの RNA 抽出と同様に、RNeasy Lipid Tissue Mini kit を用いて total RNA
の抽出を行った。回収した RNA 濃度を nano drop 2000 を用いて測定し、1 μg 相当の
total RNA を用いて 1-2-7 の項と同様に逆転写反応を行い、cDNA を作製した。 
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2-3. 実験結果 
2-3-1．遺伝性肥満および食餌誘導肥満マウスにおける Ikkε mRNAの発現解析 
db/dbおよび db/+マウス（各群 n=3）の各個体の脂肪組織由来の total RNAを抽出し、逆
転写反応に供し、cDNA を調製した。Ikkε 遺伝子の特異的 primer を設計し、real-time 
PCR法にて各個体の Ikkε の発現量を定量解析したところ、db/+マウスと比較して db/db マ
ウスの脂肪組織において Ikkε 発現量が 2.5 倍高いことが分かった（Fig.7A）。db/db マウス
においては、他の Ikk family遺伝子である Ikkα、 Ikkβの発現量に有意な差は認められな
かった（データ非掲載）。さらに、C57BL マウスを AIN93 食摂取群（通常食群）または高脂肪
食飼料を負荷した HFD群の 2群に分け、16週間自由摂食によって食餌誘導性の肥満を誘
導した。屠殺後、精巣周囲白色脂肪組織を摘出し、各個体（各群 n=4）の脂肪組織由来の
total RNA を抽出し、逆転写反応に供して cDNA を調製した。HFD 群は、通常食群と比較
して体重や組織重量が有意に増加しており、またマクロファージのマーカー遺伝子である
Emr1 や Msr1 の発現も有意に増加した。Ikkε の遺伝子発現を real-time PCR 法にて解
析したところ、HFD群において Ikkε 発現量は 3.5倍有意に増加していた(Fig.7B)。 
 
2-3-2．B6摂取マウスの脂肪組織における Ikkε mRNAの発現解析 
第 1章において、1 mg/kgの B6摂取群と比較して 35 mg/kgの B6摂取群の脂肪組織に
おいてマクロファージの浸潤量が特異的に減少しており、脂肪組織へのマクロファージの浸潤
に関連した遺伝子群を探索する動物モデルとして利用可能であることを示した。B6 摂取マウ
スの脂肪組織の cDNA（各群 n=12）を用いて、real-time PCR法によって個体別に Ikkεの
発現量を解析した結果、B6摂取量の増加によって Ikkεの発現量は 40%程度有意に低下す
ることを明らかにした（Fig.7C）。Ikkε の白色脂肪組織での発現量を real-time PCR 法を用
いて定量し、一方、マクロファージのマーカーである F4/80抗体を用いた組織免疫染色によっ
て脂肪組織内のマクロファージ浸潤数を測定した。脂肪組織の両指標における相関の有無を
Pearson の積率相関分析によって解析した結果、両指標の間に有意な正の相関を認めた
（Fig.8A）。collagenase を用いた酵素分散によって、遺伝性肥満 db/db または野生型 db/+
マウス（n=3）の精巣周囲白色脂肪組織より成熟脂肪細胞画分（adipocyte）を単離した。各細
胞より total RNA を抽出し、RT-PCR および real-time PCR 法を用いて Ikkε の発現解析
を行った結果、肥満脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞画分において Ikkε の発現量が
2.5 倍有意に高いことを明らかにした（Fig.8B）。同様に高脂肪食摂取マウスおよび通常食
摂取マウスの精巣周囲白色脂肪組織より成熟脂肪細胞画分を分画し、RT-PCR 法を用いて
Ikkε の発現解析を行った結果、高脂肪食摂取マウスから単離した成熟脂肪細胞画分に
おいて Ikkε の発現が高まっていることを明らかにした（Fig.8 C）。 
 
2-3-3．マクロファージ RAW細胞と共存培養した 3T3-L1細胞の Ikkε mRNAの発現解析 
RAW 細胞と 3T3-L1 細胞を transwell system を用いて共存培養し、in vitro において両
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細胞の相互作用が Ikkε の発現に及ぼす影響を解析した。RAW 細胞と共存培養を行った
3T3-L1 脂肪細胞由来の cDNA を調製し、RT-PCR 法によって Ikkε の発現解析を行った。
その結果、LPS刺激により活性化した RAW細胞と共存培養を行った 3T3-L1細胞において
Ikkε の発現量は著しく増加した（Fig.9A）。LPS 刺激した RAW 細胞の培養上清を調製し、
一方で対照群として LPS 刺激を行わない RAW 細胞の培養上清を調製した。定法に従って
分化成熟させた 3T3-L1細胞（d8）を用意し、培地交換により RAW細胞の培養上清をそれぞ
れ加えて刺激を行い、刺激 18時間後の 3T3-L1細胞より total RNAを調製し、逆転写反応
によって cDNA を作製した。Ikkε の発現量を real-time PCR 法により定量解析を行った結
果、Ikkεの発現量は、対照群と比較して LPS 刺激を行った RAW細胞の培養上清を加えた
3T3-L1細胞において 11倍有意に増加した（Fig.9B）。以上の結果から Ikkε は、肥満脂肪
組織に浸潤する活性化マクロファージとの相互作用によって、脂肪細胞において発現が
誘導されることが示された。 
 
2-3-4．脂肪細胞における Ikkε mRNA発現の誘導メカニズムの解析 
脂肪組織に浸潤したマクロファージは、NF-κB 経路の活性化によって TNF-αや IL-1β を
放出し、脂肪細胞へ作用することが明らかにされている。本研究において、マクロファージとの
相互作用によって脂肪細胞において Ikkε の発現が増加するメカニズムを明らかにするため
に、マクロファージの放出する主要なメディエーターである TNF-αおよび IL-1βで刺激した際
の Ikkεの発現量を解析した。成熟 3T3-L1細胞へTNF-α（10 ng/μl）および IL-1β（5 ng/μl）
をそれぞれ添加し、対象群としてPBS(-)を加えた。刺激 24時間後に、3T3-L1細胞から total 
RNAを抽出し、real-time PCR法によって Ikkε の発現量を解析した。その結果、対象群
と比較して TNF-αおよび IL-1βのサイトカイン刺激によって Ikkε の発現量は 4 倍、2 培
とそれぞれ有意に増加した（Fig.9C、D）。さらには、脂肪組織における Ikkε の発現量
と TNF-α および IL-1β の発現量との間にはそれぞれ有意な正の相関が認められたことから
（Fig.10A、B）、Ikkε は、肥満脂肪組織に浸潤したマクロファージの放出する TNF-a
および IL-1βによって脂肪細胞において発現が増加することが示された。
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2-4. 考察 
本章では、脂肪組織へ浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作用に影響される脂肪
細胞の遺伝子の発現変化を in vivoにおいて解析し、マクロファージとの相互作用によって脂
肪細胞において発現が誘導される候補遺伝子として Ikkε に着目した。IKKε は、Inhibitor 
of κB kinase（IKK） familyに属し、古くから知られている IKKαや IKKβ と高いホモログを
有するプロテインキナーゼとして同定された[93]。IKKα/βは、Inhibitor of κB（IκB）のリン酸
化を介して NF-κBの核内移行を促進し、炎症反応を制御する重要なタンパク質として従来か
ら明らかにされている一方で、IKKε の生理機能は十分には明らかにされていない。IKKε は、
全身において恒常的に発現する IKKα/βとは異なり、胸腺や脾臓、末梢血中の白血球細胞な
ど限られた組織において発現し、LPS刺激やウイルス感染によってTLRなどの病原センサー
受容体を介する NF-κB シグナルの下流の因子として発現量が増加することが知られている
[94,95]。極最近では、Ikkε 遺伝子の発現量は、肥満に伴って肝臓や脂肪組織において有
意に増加することが見出された[96,97]。さらには、Ikkε 遺伝子のノックアウトマウス（IKKε-
KO）を用いた解析によって、高脂肪食負荷による肥満の誘導試験において、野生型マウスと
比較して肥満に伴う脂肪組織の炎症性サイトカインの産生量は低下し、インスリン抵抗性など
の代謝異常が改善されることが示されたが、発現増加する IKKεが全身の代謝異常に関与す
る分子メカニズムは不明なままである[97]。本章において、遺伝性肥満マウスまたは食餌誘導
性肥満マウスの精巣周囲白色脂肪組織の Ikkεの発現量は、対象群である正常マウスの脂肪
組織と比較して有意に増加する一方で、マクロファージの脂肪組織への浸潤が抑制される
vitamin B6（B6）摂取マウスの脂肪組織では、Ikkεの発現量は有意に低下することを見出し
た。さらには、肥満脂肪組織における Ikkε 発現量と F4/80(+)細胞数とは有意な正の相関を
示し、肥満脂肪組織から単離した成熟脂肪細胞における Ikkε 発現量は、正常マウスから単
離した成熟脂肪細胞と比較して有意に高いことを明らかにした。以上のことから、IKKεは肥満
脂肪組織に浸潤するマクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現増加し、イ
ンスリン抵抗性などの病態発症に関与する可能性が考えられる。また、IKKε は、IKKs のリン
酸化の標的因子である NF-κB のみならず、Interferon（IFN）関連遺伝子の転写調節を担う
Interferon related factor（IRF）の C末端基をリン酸化し、標的遺伝子である炎症性因子や
Type 1 IFN のような抗ウイルス因子の転写を促進することで自然免疫反応や炎症反応を増
強することが明らかにされている[98]。肥満の脂肪組織に浸潤するマクロファージとの相互作
用によって脂肪細胞において Ikkε の発現が増加することは、 IKKε の標的因子である NF-
κB や IRF3、IRF7 などの炎症性の転写因子が脂肪細胞で活性化され、炎症性サイトカイン
の産生を増加することで、全身の代謝異常の引き金となる脂肪組織の慢性炎症の発症に関与
している可能性が示された。 
IKKε-KOマウスは、高脂肪食負荷による耐糖能の悪化に抵抗性を示し、さらには血中のコ
レステロールは減少する一方で、インスリン感受性を改善する核内受容体型転写因子PPARγ
の発現が増加し、さらには、脂肪細胞由来の善玉 adipocytokineである adiponectinの発現
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も亢進していることが示された。逆に、3T3-L1 細胞に IKKε を過剰発現させることで、脂肪細
胞のインスリン感受性は低下し、糖取り込み能が減退した[97]。また、以前の in vitro 試験に
おいて、活性化した RAW 細胞と共存培養を行った 3T3-L1 細胞では、adiponectin の産生
量が低下していることが示されている[68]。以上のことから、肥満脂肪組織へのマクロファージ
の浸潤によって脂肪細胞において発現が誘導される Ikkεは、Pparγの発現を抑制し、さらに
はadiponectinの産生量を低下させることで脂肪細胞のインスリン作用が減退し、脂肪組織の
慢性炎症などの病態発症に関与している可能性が示された。また IKKε-KO マウスは、正常
マウスと比較して摂食量や運動量に違いは認められない一方で、高脂肪食負荷による体重増
加は有意に抑制されていた。実際に、高脂肪食負荷によって食事誘導性の肥満を発症させた
IKKε-KOマウスの脂肪組織において、熱産生遺伝子である uncoupling protein 1（Ucp1）
の発現が正常マウスの脂肪組織と比較して有意に高く、またエネルギー消費量が増加してい
た。これらは、マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現が誘導される Ikkε
が、転写因子のリン酸化を介してUcp1の発現を抑制し、エネルギー消費を減少させている可
能性が考えられた。近年では、寒冷刺激や β3アドレナリン刺激によって白色脂肪細胞が褐色
脂肪細胞様の形質を獲得する browning（褐変化）が生じることが報告されている[99–102]。
白色脂肪細胞の褐変化には、脂肪組織における M2 型マクロファージの tyrosine 
hydroxylase（TH）の発現を介して産生される catecholamine が重要な役割を担うことが報
告されたが[103]、adiponectin の減少によって M2 型マクロファージ数は減少する。さらには、
M1 型マクロファージが放出する炎症性サイトカインによって褐変化が阻害されることが報告さ
れており、本章においてマクロファージとの相互作用によって、脂肪細胞において Ikkε が発
現増加することで、adiponectin の産生は低下し、さらには Ucp1 の転写を直接低下させるこ
とで褐変化を阻害する可能性が示された。 
本研究では、独自に構築した RAW 細胞と 3T3-L1 脂肪細胞との共存培養系を用いて、脂
肪細胞において発現が増加する Ikkε 遺伝子の発現解析を行った。LPS 存在下で活性化し
た RAW 細胞と共存培養した 3T3-L1 細胞において Ikkε の発現は増加し、また、活性化
RAW 細胞の培養上清により刺激を行った脂肪細胞においても発現量は有意に増加していた。
一方で、B6 の活性体である PLP を脂肪細胞に作用させ、RAW 細胞の培養上清により刺激
を行った際には、Ikkε 遺伝子の発現量に変化は認められないことから（データ非掲載）、脂肪
細胞の Ikkε の発現上昇は、脂肪組織へ浸潤したマクロファージが放出する生理活性物質に
よって誘導されると考えられ、B6 摂取による Ikkε 遺伝子の発現量の低下は、脂肪組織への
マクロファージの浸潤量が減少することが要因であると考えられた。さらには、in vitro にお
けるマクロファージと脂肪細胞との共存培養によって、両者は TNF-α や FFAs の分泌
を介して相互に活性化する paracrine loop を形成することが示されている
[68,69,73,104]。本研究では、脂肪組織へ浸潤するマクロファージによって放出される
代表的な因子である TNF-α および IL-1β 刺激によって脂肪細胞における Ikkε 発現量
が有意に増加することを明らかにした。以前、ヒト IKKε 遺伝子のプロモーター領域に
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おける発現機構の解析がなされ、プロモーター領域内に NF-κB の結合が想定される配
列が見出されており、ヒトの脂肪細胞においても NF-κB の活性化によって IKKε の遺
伝子発現が誘導されている可能性が示された[105]。本章において、マウスの肥満脂肪
組織における Ikkε mRNA の発現量と Tnf-α および Il-1β mRNA の発現量は、正に相関
することを明らかにしたことから、脂肪細胞において発現が増加する Ikkε は、脂肪組
織へ浸潤したマクロファージの放出する TNF-α および IL-1β によって誘導されること
が示唆された。TNF-α は、その受容体である tumor necrosis factor receptor (TNFR) 
を介して下流の NF-κB シグナルを増強することが知られており、また IL-1β も、
interleukin 1 receotor（IL-1R）を介して下流の NF-κB シグナルを増強すると考えら
れる。一方で、TNF-α および IL-1β 刺激による Ikkε の発現の増加と比較して、活性化
した RAW 細胞の培養上清による刺激によって Ikkε の発現は著しく誘導されたことか
ら、IKKε の発現の増加は、下流の NF-κB および IRF シグナルの活性化を介して標的
遺伝子である炎症性サイトカインの産生を増加させ、それらが autocrine 的に脂肪細胞
に作用して Ikkε の発現をさらに増加させる正のフィードバック機構が働いていること
が想定された。極めて最近では、マクロファージにおいて NOD-like receptor family, 
pyrin domain containing 3（NLRP3）インフラマソームの活性化を介して成熟し、分
泌される IL-1β が、脂肪細胞に作用してインスリンシグナルを阻害し、糖の取り込みを
減少させることが報告された[72,106]。マクロファージの浸潤による病態発症において、
TNF-α および IL-1β を介する脂肪細胞の NF-κB シグナルの活性化によって、Ikkε の
発現が増加し、インスリン感受性の低下や、炎症性サイトカインの産生量の増加を引き
起こし、脂肪組織の慢性炎症や全身の代謝異常に関与する重要な役割を担う可能性が示
された。また、脂肪細胞のみならず、肝細胞に IKKεを過剰発現させることによって肝臓に
おいて炎症性サイトカインの産生が増加し、肝細胞のインスリン感受性は著しく低下する[97]。
肝臓には組織常在マクロファージである Kupffer cell が豊富に存在しており、高脂肪食負荷
によって活性化されるKupffer cell との相互作用によって肝細胞の Ikkεが発現誘導されると
考えられた。また、IKKε は、自然免疫反応において重要である IκB kinase family に属す
る炎症性因子として同定され、TNF-α や IL-1β のみならず、微生物産物や、IL-6 など
のサイトカイン、植物由来の diterpene の一種である phorbol ester などにおいても発
現誘導されることが示され[93,107]、脂肪組織において様々な炎症シグナルに応答して
慢性炎症の発症や発展に関与する重要な役割を担うことが想定された。 
 本研究では、脂肪組織内へと浸潤するマクロファージとの相互作用によって in vivo
の脂肪細胞において発現増加するシグナル伝達因子として Ikkε を同定した。自然免疫
反応における Ikkε の役割に加え、脂肪組織に浸潤したマクロファージによって成熟脂
肪細胞において Ikkε の発現が増加することで、脂肪組織の慢性炎症の発症やインスリ
ン抵抗性など全身の代謝異常に関与する可能性が示された。本研究によって、肥満の病
態発症において脂肪組織へ浸潤するマクロファージの病態的意義について新しい洞察
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が得られたとともに、Ikkε の発現解析や脂肪細胞における生理機能を明らかにするこ
とで他の炎症性疾患の発症原因としての Ikkε の役割の理解にもつながると考えられた。 
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2-5．図表 
 
 
Fig.7  マウス精巣周囲白色脂肪組織における Ikkε の発現解析 
 
遺伝性肥満 db/db マウスおよび野生型マウスの白色脂肪組織における Ikkε の発現量
を real-time PCR 法にて解析した（A）。野生型 C57/BL マウスを、通常食 AIN93G を
与えた ND 群または高脂肪食を与え肥満を誘導した HFD 群の 2 群に分け、16 週間飼
育した後、精巣周囲白色脂肪組織の total RNA を抽出し、Ikkε の発現量を real-time 
PCR 法にて解析した（B）。1 mg/kg vitamin B6、および 35 mg/kg vitamin B6 摂取マ
ウスの白色脂肪組織における Ikkε mRNA の発現解析の結果、35 mg/kg の B6 を摂取
させたマウス（n=12）において Ikkε mRNA の有意な発現量の低下を示した（C）。 
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Fig.8 白色脂肪組織における Ikkε 発現量とマクロファージ浸潤量
との比較解析および成熟脂肪細胞における Ikkε の発現解析 
 
real-time PCR 法によって肥満脂肪組織の Ikkε の発現量を定量し、一方でマクロフ
ァージのマーカーである F4/80 抗体を用いた組織免疫染色によってマクロファージ数
を数値化した。両指標の相関の有無を Pearson の積率相関分析を用いて解析した（A）。
collagenase による酵素分散を用いて db/+、および db/db マウスの白色脂肪組織から成
熟脂肪細胞画分を単離し、Ikkε の発現量を RT-PCR および real-time PCR 法によって
解析した（B）。同様に、酵素分散によって通常食摂取マウスおよび高脂肪食摂取マウス
の白色脂肪組織から成熟脂肪細胞画分を単離し、RT-PCR 法によって Ikkε mRNA の発
現を解析した（C）。  
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Fig.9 RAW264.7 細胞と共存培養を行った 3T3-L1 脂肪細胞におけ
る Ikkε の発現解析 
 
共存培養系は第 1 章で確立した方法に準じて行った。RAW 細胞への LPS 添加後、
24 時間共存培養した 3T3-L1 脂肪細胞の mRNA を抽出し、発現解析に供した。Ikkε の
発現量を RT-PCR 法によって解析した結果、活性化マクロファージと共存培養した
3T3-L1 細胞において Ikkε mRNA の著しい発現の増加が認められた（A）。成熟させた
3T3-L1 細胞を LPS（1 μg/ ml ）刺激によって活性化した RAW 細胞の培養上清または
LPS 刺激をしていない RAW 細胞の培養上清（none）で 18 時間刺激した際の Ikkε の
発現量を real-time PCR 法にて解析した（B）。成熟させた 3T3-L1 細胞に TNF-α（10 
ng/ml）または IL-1β（5 ng/ml）で 24 時間刺激後の mRNA を抽出し、Ikkε の発現量
を real-time PCR 法にて解析した（C，D） 
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Fig.10 脂肪組織の Ikkε mRNA 発現量と Tnf-α および Il-1β の
mRNA 発現量との比較解析 
 
各マウス個体における Tnf-α および Il-1βの mRNA 発現量を real-time PCR 法によ
り定量した。さらには、Ikkε の mRNA 発現量を real-time PCR 法により定量し、Tnf-
α および Il-1βの mRNA発現量と Ikkε の発現量の相関の有無を Pearsonの積率相関分
析を用いて解析した（A, B）。 
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第 3 章 マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現低下する
Rassf6 の単離 
 
3-1．序論 
メタボリックシンドローム発症の基盤となる病態として、白色脂肪組織の持続的な軽
微慢性炎症が注目されている[19]。特に、Weisberg らが肥満脂肪組織内へのマクロフ
ァージの浸潤量の増加がインスリン抵抗性などの病態発症に大きく関与すると報告し
て以来[25]、マクロファージと脂肪細胞との相互作用が極めて重要な慢性炎症シグナル
として捉えられている。これまでに、脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞と
の相互作用による NF-κB の活性化を介した両細胞の病態的な paracrine loop が、脂肪
細胞からの炎症性サイトカインの産生量を増加させ、脂肪組織の慢性炎症を惹起し、イ
ンスリン抵抗性など全身性の代謝異常を誘発することが明らかにされた[68]。一方で、
マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において逆に機能が低下する（発現量が
減少する）ことで肥満の病態発症に関与する因子の存在も考えられるが、現在までには
全く明らかにされていない。 
肥満の進行に従って発現が低下する脂肪細胞因子としては、adiponectin や adipsin
（complement factor D）が従来から知られている。本研究で行った遺伝性肥満モデル
db/db マウスの白色脂肪組織における遺伝子発現変動の網羅的な解析においても、
adiponectin、および adipsin の発現量はそれぞれ 1/3、または 1/50 にまで低下してい
た。両遺伝子とも成熟した脂肪細胞から大量に産生される代表的な adipocytokine をコ
ードしているが、最近では、脂肪細胞から分泌される adipsin が、serine protease とし
て C3a 補体ペプチドの活性化に関与することが明らかにされ、インスリンの分泌を担
う膵 β 細胞の正常な機能の維持にとって必須な因子であることが報告された[108]。一
方で、adiponectin は、脂肪細胞が特異的に産生する善玉の adipocytokine として古く
から知られているが、肥満度と相関して TNF-α などの炎症性のサイトカインは正の相
関を示す一方で、adiopnectin は負の相関を示すことが見出された。正常な脂肪細胞か
ら豊富に産生される adiponectin は、肥満脂肪組織の慢性炎症に対して抗炎症効果を示
し、さらには、adiponectin 欠損マウスや遺伝的肥満マウスの耐糖能の悪化は、アデノ
ウイルス法を用いた adiponectin の投与によって改善することも報告されている
[15,18]。マウス脂肪細胞株 3T3-L1 細胞における adiponectin の発現量はマウスマクロ
ファージ RAW264.7 細胞（RAW 細胞）との共存培養によって低下することが示され
[68]、脂肪組織内へのマクロファージの浸潤によって、マクロファージの放出する TNF-
α などの炎症性メディエーターが脂肪細胞に作用することで adiponectin の発現量を低
下させている可能性が強く示唆されている。adiponectin や adipsin のように、肥満に
伴って脂肪細胞において発現量が低下することで肥満の病態発症に深く関与する因子
の存在が示唆されているが、肥満に伴い脂肪細胞において発現量が低下する他の因子に
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関する報告は極めて少ない。一方、脂肪組織のマクロファージを特異的に欠損させた
CD11c-DTR マウスに高脂肪食飼料を負荷し、肥満を誘導した際の脂肪組織では、野生
型マウスの脂肪組織と比較してマクロファージの浸潤数が著しく減少しているが、血中
の adiponectin 濃度に変化は認められなかったことから[30]、adiponectin の発現低下
を示した in vitro の実験結果は、培養細胞を用いた手法であるため、必ずしも in vivo
での病態現象を反映はしていないことを示唆するものである。以上のように、マクロフ
ァージの浸潤に応答して in vivo における脂肪細胞での発現が低下する因子は明らかに
されていない。脂肪細胞において機能が低下することで肥満の病態発症に関与する新規
の脂肪細胞由来の因子の存在が明らかになれば、肥満治療における新しい治療標的とし
て提案できるとともに、脂肪組織内に浸潤するマクロファージの病態的役割について新
たな解釈になるものとして期待される。 
第 1 章、および第 2 章において、肥満脂肪組織における脂肪細胞とマクロファージと
の相互作用の脂肪細胞に及ぼす影響を解析し、マクロファージの脂肪組織への浸潤に基
づいた軽微な慢性炎症や代謝異常の成因となる in vivo の脂肪細胞由来遺伝子群の単離
を試みた。既に、マクロファージと脂肪細胞との相互作用によって、脂肪細胞において
発現量が増加する遺伝子として、Ptx3 や Ikkε を同定するなど、肥満脂肪組織へのマク
ロファージの浸潤に関連して脂肪細胞において発現量が変動する in vivo の遺伝子を単
離する独自の手法であることを示すものである。そこで、第 1 章において確立したマク
ロファージとの相互作用によって in vivo の脂肪細胞において発現量が増加する因子を
単離する手法を応用することで、マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞におい
て逆に機能が低下する（発現量が減少する）ことで慢性炎症などの肥満病態の発症に関
与する重要な脂肪細胞由来の因子の単離も可能であると考えた。本章では、in vivo の
肥満脂肪組織においてマクロファージの浸潤に関連して発現量が低下する候補遺伝子
として 18 遺伝子を単離し、さらには、in vitro において RAW 細胞と共存培養を行った
脂肪細胞における詳細な発現解析を実施し、マクロファージとの相互作用によって脂肪
細胞において最も発現量が低下する因子であり、かつ機能が失われることで肥満の病態
発症において重要な意義をもつと考えられる候補因子として、Ras association 
(RalGDS/AF-6) domain family member 6（Rassf6） を単離し、脂肪組織における生
理的機能の解明に取り組んだ。 
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3-2. 研究材料および実験手法 
 
3-2-1. 一般試薬 
一般試薬には主に nacalai tesque、Sigmaの特級試薬を用いて行い、本章で使用した試
薬の一部は略号に記載したように簡略化した。 
 
3-2-2. polyacrylamide gel 電気泳動 
1-2-2. polyacrylamide gel 電気泳動の項に記載した方法に従って行った。 
 
3-2-3. 動物飼育 
本研究で行う動物実験は、広島大学動物実験委員会において実験の手順、および方法
について広島大学承認番号 C11－23 において承諾を得た後、関連する法令等を遵守し
ながら遂行している。 
 
db/db マウスの飼育 
6 週齢の雄性 db/db（+Leprdb/+Leprdb）マウス、およびコントロールとして雄性 db/+
（+Dock7m/+Leprdb）マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。1-2-3. 
db/db マウスの項に記載した飼育方法に準じて行った。 
 
ob/ob マウスの飼育 
14 週齢の雄性 ob/ob（Lepob/Lepob）マウス、およびコントロールとして雄性 C57BL/6J
マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12 時間明暗サイクル(8:00～
21:00 は明、21:00～8:00 は暗) 、恒温 (24±1°C) で、脱イオン水と固形飼料を自由摂取
させ、飼育を行った。 
 
C57BL/6J マウスの飼育 
5 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12
時間明暗サイクル(8:00～21:00 は明、21:00～8:00 は暗) 、恒温（24±1°C）で飼育を行
った。馴化期間として、購入後 1 週間は水と固形飼料を自由摂取させ、実験に用いた。
6 週齢以降、実験食として脂肪分 60%（カロリー比）を含む高脂肪飼料 HFD-60 を 8
週間、または 16 週間与えた。コントロール(ND)マウスは 6 週齢以降、通常食 AIN-93G
を自由摂取させた。 
 
3-2-4. 白色脂肪組織の摘出および total RNA の抽出 
絶食 5 時間後に精巣周囲の白色脂肪組織を摘出した。摘出した脂肪組織重量を測定
し、15 ml 容チューブに分注した QIAZOL reagent (Qiagen) 2 ml に加え、ホモジナイ
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ザーで完全に破砕し、30 分間室温にて静置した後、total RNA の調製まで−80°C で保
存した。脂肪組織からの total RNA の調製は、RNeasy Lipid Tissue Mini kit(Qiagen)
を用いて 1-2-4. 白色脂肪組織の摘出および total RNA の抽出の項に準じて行った。 
 
3-2-5. 酵素分散法による成熟脂肪細胞と SVF の分離 
collagenase type I 溶液の調製 
collagenase type I (worthington 社製)を PBS(-)で 1 mg/ml となる 
ように調製し、collagenase type I 溶液として使用した。 
 
成熟脂肪細胞画分と stromal vascular fraction（SVF）の分離 
通常食摂取または高脂肪食を 16 週間摂取させた C57BL マウスの脂肪組織 300 mg
を 60 mm / dish に入れ、ハサミと手術用メスで細切後 50 ml 容チューブに入れ、15 ml 
の collagenase Type I 溶液/に浸した後、37°C で 30 分間振とうした(stroke 88/min)。
その後、1-2-6. 成熟脂肪細胞画分と stromal vascular fraction（SVF）の分離の項に準
じて成熟脂肪細胞画分とSVFを分離した。それぞれの画分からの total RNAの調製は、
1-2-6. total RNA の調製の項に準じて行った。 
 
3-2-6. RT-PCR解析 
逆転写反応による cDNA の合成 
逆転写反応に用いる total RNA は、3-2-4.の項で抽出した組織からの total RNA（500 
ng 相当）および 3-2-5. 成熟脂肪細胞と SVF 画分からの total RNA（80 ng および 50 
ng）を使用した。ReverTra Ace RT (TOYOBO 社製)を用いて 1-2-7. 逆転写反応による
cDNA の合成の項に準じて cDNA 合成を行った。合成した cDNA を用いて、Go-Taq 
DNA polymerase（Promega 社製）、による PCR 反応を行い、反応終了後には、5% 
PAGE で電気泳動を行った。電気泳動は 1×TBE の泳動 buffer を用い、200V の定電
圧で 40 分間の条件で行った。電気泳動終了後、gel を ethidium bromide 溶液に浸し、
UV 照射により増幅 DNA のバンドのパターンを確認した。 
 
以下に PCR 反応の手順を記す。 
PCR 反応は 1 サンプルあたり以下の反応スケールでサンプルを調製した。 
 
Go-Taq Green master mix (20 μl scale) 
Green master mix            10.0 μl 
Nuclease free water           8.0 μl 
cDNA                       1.0 μl 
sense primer                  0.5 μl 
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antisense primer              0.5 μl 
 
スピンダウンした後、PCR 用 8 連チューブに上記の反応液を加えた。95°C で 2 分間熱
処理し、95°C 40 秒間→58°C 40 秒間→72°C 1 分間の条件下で、計 30 サイクルの PCR
反応を行った後、72°C で 3 分間熱処理し、反応を停止させた。 
本研究で使用した合成 primer は全て 100 μM で使用した。下記に使用した合成 primer
を記す。 
 
mouse adiponectin 
sense primer               5’-ATTGTGGAAGCATCCGAGAC-3’ 
antisense primer           5’-GTAGGAATCCCGCAATGATG-3’ 
 
mouse Raassf6 
sense primer      5’-CAAGCTGGAGATGATGAGA-3’,  
antisense primer    5’-GGCTGTGAGCTCCACTCCAAG-3’ 
 
mouse Hmga2 
sense primer      5’-AGCAAGAGCCAACCTGTGAG-3’,  
antisense primer    5’-CGAGGATGTCTCTTCAGTCTCC-3’ 
 
mouse CD44 
sense primer      5’-CCGAGGATTCATCCCAACGC-3’,  
antisense primer    5’-GCCGCTGCTGACATCGTCAT-3’ 
 
β-actin (mouse, human) 
sense primer               5’-TTGGGTATGGAATCCTGTGGCATC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTTGC-3’ 
 
mouse L-19 
sense primer               5’-GGCATAGGGAAGAGGAAGG-3’ 
antisense primer           5’-GGATGTGCTCCATGAGGATGC-3’ 
 
3-2-7. real-time PCR による発現解析 
real-time PCR 反応には THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix (TOYOBO 社製)を
使用した。primer と鋳型 cDNA は上記の項と同様のものを使用し、反応組成や条件は
1-2-7. real-time PCR による発現解析に準じて行った。 
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3-2-8. 培養細胞の培養法 
3T3-L1 細胞の継代培養および分化誘導 
増殖培地および分化誘導培地 （MDI）は、1-2-8.  3T3-L1 細胞の継代培養および分
化誘導の項に記載した組成の培地を使用した。また、 マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1 細
胞の培養および継代および脂肪細胞への分化誘導は、1-2-8.  3T3-L1 細胞の継代培養
および分化誘導に準じて行った。 
 
RAW264.7 細胞(RAW 細胞)の継代培養、および LPS 刺激 
マウスマクロファージ由来細胞株 RAW 細胞の培養および LPS 刺激、培養上清の回
収は、2-2-7. RAW264.7 細胞(RAW 細胞)の継代培養、および LPS 刺激の項に記した方
法に従って行った。 
 
Transwell system を用いた共存培養 
Traswell は、Costar 社製のクリアタイプの 12 well cell culture plate を使用し、1-
2-9 Transwell system を用いた共存培養に準じて行った。 
 
RAW264.7 細胞の培養上清による 3T3-L1 細胞の刺激 
12 well culture plate（Costar 社製）に 3T3-L1 細胞を 8×104 cells/well の条件で播
種した。定法にしたがって分化誘導を行い、分化誘導 8 日後（day8）の成熟脂肪細胞を
作製した。2-2-7. RAW 細胞の培養上清による 3T3-L1 細胞の刺激の項に記載した方法
で刺激を行った。培地交換した時間を 0 時間とし、24 時間後の脂肪細胞からの total 
RNA 調製を行った。 
 
TNF-α による 3T3-L1 細胞の刺激 
12 well culture plate（Costar 社製）に 3T3-L1 細胞を 8×104 cells/dish の条件で播
種した。定法により分化誘導を行い、分化誘導 8 日後（day8）の成熟脂肪細胞を作製し
た。終濃度 10 ng/ml となるように recombinant mouse TNF-alpha (R&D systems 社
製)を DMEM 培地に加え、培地交換を行うことで刺激を行った。無刺激の細胞群は、
DMEM 培地に PBS(-)を加え、培地交換を行った。 
 
培養細胞からの total RNA の抽出、および RT-PCR 解析 
共存培養 24 時間後、または培養上清による刺激開始 18 時間後の 3T3-L1 細胞の培
地を取り除き、QIAZOL Reagent を 500 μl ずつシャーレに加え、セルスクレーパーで
細胞の接着を剥がし、溶液全量を 1.5 ml 容チューブに回収した。TNF-α 刺激開始 24 時
間後の 3T3-L1 細胞の培地を取り除き、QIAZOL Reagent を 500 μl ずつシャーレに加
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え、セルスクレーパーで細胞の接着を剥がし、溶液全量を 1.5 ml 容チューブに回収し
た。室温にて 3 分間静置した後、chloroform を 100 μl ずつ加え 15 秒間激しく vortex
し、さらに 3 分間静置した。その後遠心(12,000 g、4°C、10 分間)を行い、上清を新し
い 1.5 ml 容チューブに回収し、RNeasy Lipid Tissue Mini kit（Qiagnen 社製）を用い
て、推奨プロトコールに準じて total RNA の抽出を行った。回収した RNA 濃度を nano 
drop 2000 を用いて測定し、1 μg 相当の total RNA を用いて 1-2-7. 逆転写反応による
cDNA の調製の項に準じて逆転写反応を行い、cDNA を作製した。 
 
3T3-L1 細胞への siRNA 導入による Rassf6 の発現抑制 
マウス Rassf6 に対する 2 本鎖 siRNA は、Invitrogen 社製のカスタム設計を用いて
デザインし、合成された。sense 5’-AAUGUAAAGAGCGAAAUCCCGAGGG-3’、
antisense 5`-CCCUCGGGAUUUCGCUCUUUACAUU-3’の合成 siRNA を使用した。
60mm culuture dish に 3T3-L1 細胞を 5×105 cells の条件で播種し、定法に従って成
熟脂肪細胞へと分化させた。分化 8 日目の成熟脂肪細胞を trypsin-EDTA 溶液で処理し
た後、DMEM 培地を 4 ml 加えて細胞を回収し、遠心（1,200 g、4°C、5 分）した。細
胞を十分に懸濁した後、DMEM 培地で希釈して細胞数を血球計測盤にて計数した。
Rassf6 siRNA を終濃度 20 nM となるように Opti-MEM 培地（gibco 社製）で溶解さ
せ、さらに LipofectAMINE RNAimax（Invitrogen 社製）と混合して室温で 5 分間静
置し、siRNA 溶液を調製した。8.0×104 cells/ml となるように細胞懸濁液と siRNA 溶
液とを混合して reverse transfection 法にて 3T3-L1 細胞に Rassf6 siRNA を導入し、
12 well culture plate の各 well に 1 ml ずつ細胞を播種した。対照群として luciferase 
siRNA を同様の方法で導入した 3T3-L1 細胞を播種した。siRNA を導入して 48 時間後
に培地を吸引して除き、400 μlのQIAZOL Reagentを加え細胞を溶解し、RNeasy Lipid 
Tissue Mini kit（Qiagnen 社製）を用いて total RNA を調製した。3-2-9. DNA 
microarray 解析の項に記した方法で DNA microarray 解析に供し、さらには 1-2-7. 逆
転写反応による cDNA の合成に準じて cDNA を作製した。 
 
3-2-9. DNA microarray 解析 
1-2-5. DNA microarray 解析の項と同様に、試薬は全て Agilent Technologies 社推奨
の試薬を用いて行った。3-2-8. 3T3-L1 細胞への siRNA 導入による Rassf6 の発現抑制
の項で luciferase siRNA を導入した成熟 3T3-L1 細胞（Si-luc 群）、およ Rassf6 siRNA
を導入した成熟 3T3-L1 細胞（Si-rassf6 群）由来の total RNA を解析に供した。回収
した total RNA は、EtOH 沈殿を行った後、遠心 (12,000 g、4°C、15 分間)し、上清を
除去した後、70% EtOH で洗浄を行った。再度遠心し、上清を除去した後、減圧乾燥さ
せた。RNase free 水を 50 μl ずつ添加し、65°C にて 3 分間熱処理して total RNA 溶液
とした。nano drop 2000（Thermo 社製）を用いて RNA 濃度を測定した後、2 μg 相当
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の total RNA 溶液を群毎（Si-luc 群、Si-rassf6 群）に pool し、各群由来の total RNA
溶液とし DNA microarray 解析に供した。以後の cDNA の合成、cRNA の標識プロー
ブの合成、cRNAの標識およびDNAチップへのハイブリダイゼーションは、1-2-5. DNA 
microarray 解析の項に準じて行った。 
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3-3. 実験結果 
3-3-1．遺伝性肥満 db/db マウスの遺伝子発現解析－単球・マクロファージの浸潤に関連し
て発現低下する因子群の単離 
DNA microarray法を用いて第 1章で行った遺伝性肥満病態モデル(db/db)マウス、およ
びコントロール（db/+）マウスの精巣周囲白色脂肪組織における 2 群間の遺伝子発現変動の
解析の結果、db/db マウスの白色脂肪組織において mRNA 発現が有意に低下する 1,745
個の遺伝子を単離した。一方、1 mg/kgの B6摂取群と比較して 35 mg/kgの B6摂取群の
脂肪組織において有意に発現量が増加する 69 個の遺伝子を単離した。両遺伝子発現変動
の解析結果を比較分析することによって、db/db マウスの肥満の進行に伴い発現量が低下す
る因子群の中から、マクロファージの浸潤に関連する因子群の選抜を行った（Fig.11）。その
結果、db/db マウスにおいて 50 %以下にまで発現低下し、かつ高 B6 摂取マウスによって 2
倍以上発現量が増加する因子が 18 個単離され、それら因子群をマクロファージの浸潤に関
連して発現が低下する候補遺伝子群とした（Table 3）。18個の候補遺伝子群には、遺伝子名
が不明な遺伝子が 9 個含まれており、さらに多くの遺伝子の脂肪組織における生理機能は未
解明であった。 
 
3-3-2. 単球・マクロファージの浸潤に関連して発現が低下する Rassf6 の単離、および発現
解析 
DNA microarray法では偽陽性が出現するため、マウス白色脂肪組織内での発現変動に
ついて db/dbおよび db/+マウス（各群 n=3）の各個体の脂肪組織由来の total RNA を逆転
写反応に供し、調製した cDNA を用いて個体別に発現の解析を試みた。本研究では、肥満
の進行に伴ってその機能が著しく低下する因子の選抜を試み、特に、db/db マウスにおいて
1/10 以下にまで発現低下する因子群に着目し、Cyp2e1、Acsm3、Rassf6、Slc1a3 の 4 遺
伝子を単離した。db/db マウスの白色脂肪組織の遺伝子発現変動を RT-PCR 法にて解析を
行い、db/db マウスにおいて個体差なく著しく発現低下する遺伝子として Rassf6 を選抜した
（Fig.12A）。Rassf6 は肥満時に発現量が 1/10 にまで低下する一方で、B6 摂取によって
2.17倍の発現の増加を示した。実際に real-time PCR法を用いて db/dbおよび db/+マウス
の各個体における Rassf6 mRNA 発現量の解析を行った結果、db/db マウスにおいて
Rassf6 mRNA 発現量は 1/10 にまで有意に減少していた（Fig.12B）。また、高脂肪食負荷
による食餌誘導性肥満マウスおよび正常食を摂取させた対照群の精巣周囲白色脂肪組織の
mRNAを抽出し、real-time PCR法にて Rassf6 mRNA発現量の解析を行った結果、食餌
誘導性の肥満マウスの脂肪組織においても Rassf6 mRNA 発現量は 1/10 にまで有意に低
下した（Fig.12C）。一方で、B6 摂取マウスの脂肪組織の cDNA（各群 n=12）を用いた real-
time PCR 法による遺伝子解析を実施した結果、B6 摂取量の増加によって Rassf6 の発現
量は 2.5倍有意に増加した（Fig.12D）。以上の結果から、Rassf6は、白色脂肪組織へのマク
ロファージ浸潤に応答して白色脂肪組織において発現量が低下することが示唆された。脂肪
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組織における Rassf6 の生理的機能についての報告はなく、本研究では、肥満に伴って発現
低下したRassf6が発現する細胞種の同定を試みた。白色脂肪組織を酵素処理によって分散
し、得られた成熟脂肪細胞画分（adipocyte）と SVF より total RNA を抽出して各 cDNA を
合成した。成熟脂肪細胞特異的に発現するマーカーとして adiponectin 遺伝子を用いて、
RT-PCR法によって Rassf6の発現解析を行った結果、Rassf6の発現は、adiponectin と同
様に成熟脂肪細胞において発現が認められた（Fig.13A）。また、定法に従って分化誘導薬
剤（MDI）を用いて成熟脂肪細胞へ分化誘導した 3T3-L1 細胞および未分化の 3T3-L1 細
胞の各 cDNA を用いて Rassf6 の発現量を real-time PCR 法によって解析を行った結果、
成熟脂肪細胞へと分化した 3T3-L1細胞特異的に Rassf6 mRNAは発現していることが明ら
かになった（Fig.13B）。肥満の進行に伴って発現低下した Rassf6 は、脂肪組織に浸潤する
マクロファージに応答して成熟した脂肪細胞において発現低下する因子であることが示唆され
た。 
 
3-3-3. 脂肪細胞における Rassf6の発現に与える活性化マクロファージの影響の検討 
マクロファージとの相互作用が脂肪細胞の Rassf6の発現に与える影響について、in vitro
においてマクロファージ RAW 細胞とマウス脂肪細胞株 3T3-L1 細胞との共存培養法を用い
て検討した。RAW細胞と共存培養した 3T3-L1 細胞の cDNA を用いて Rassf6 の発現量を
RT-PCR 法および real-time PCR 法にて解析を行った結果、活性化した RAW 細胞と共存
培養した 3T3-L1 細胞において Rassf6 mRNA 発現量は 50%にまで有意に低下した
（Fig.14A）。さらには、LPS 刺激により活性化させたマクロファージの培養上清を添加して刺
激を行った 3T3-L1 細胞において、Rassf6 mRNA 発現量は 20%にまで有意に低下した
（Fig.14B）。また、マクロファージ由来の主要な炎症性メディエーターである TNF-α により刺
激を行った 3T3-L1 細胞においても Rassf6 の発現は 50%にまで低下した（Fig.14C）。以上
の結果から、LPS 刺激によって活性化した RAW 細胞と共存培養した 3T3-L1 細胞における
Rassf6の発現低下は、マクロファージの分泌する TNF-αによって部分的に引き起こされてい
ると考えられた。また、白色脂肪組織に浸潤したマクロファージ細胞数と Rassf6 mRNA の発
現量は負の相関を示したことから（Fig.15）、Rassf6 は成熟した脂肪細胞特異的に発現する
因子であり、同発現量の減少は、脂肪組織へのマクロファージの浸潤量の増加に伴って引き
起こされていると考えられた。 
 
3-3-4. 脂肪細胞における Rassf6の機能解析  
脂肪細胞における Rassf6の機能を解析するために、reverse transfection法により成熟
した 3T3-L1 細胞に Rassf6 siRNA（si-rassf6 群）を導入し、Rassf6 のノックダウン試験を
行った。コントロール群としては luciferase siRNA（si-luc 群）を導入した。siRNA 導入 48
時間後の各細胞より total RNAを抽出し、cDNAを合成した。Rassf6 siRNAの導入による
ノックダウンの効率を確認するために、real-time PCR 法にて Rassf6 mRNA の発現量の
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解析を行った。その結果、si-rassf6 群における Rassf6 mRNA 発現量は、si-luc 群と比較
して 1/8 にまで低下することが明らかになった（Fig.16A）。Rassf6 の発現低下による脂肪細
胞の形質の変化を解析するために、DNA microarray 法を用いて各群間の遺伝子発現変
動を網羅的に解析した。同解析の結果、si-luc 群と比較して Rassf6 をノックダウンした si-
rassf6 群において有意に発現変動する 81 個の遺伝子が同定された。Rassf6 のノックダウ
ンによって発現増加する因子群には、近年糖尿病のリスクファクターとして報告された CD44
や細胞老化との関連性が指摘されている high mobility group A2(Hmga2)が含まれてい
た。si-rassf6 群および si-luc群の各 cDNA を用いて個体別に遺伝子発現解析を行った結
果、CD44とHmga2の両遺伝子の発現量はRassf6の発現低下によってそれぞれ 1.6倍、
および 2.2倍と有意に増加した（Fig.16B、C）。 
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3-4. 考察 
内臓脂肪型肥満を背景に持つメタボリックシンドロームは、インスリン抵抗性、2 型
糖尿病や動脈硬化症などの重篤な疾患群のリスクを上昇させることから重大な社会問
題となっており、成因の解明が急がれている。序論において、肥満時の白色脂肪組織に
浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作用が極めて重要な病態シグナルである
ことを述べたが、in vivo の肥満脂肪組織において両細胞の相互作用に基づく病態現象
の詳細は明らかにされておらず、特に、マクロファージの浸潤に関連して脂肪細胞にお
いて発現が低下する因子の報告はなされていない。本研究では第 1 章および 2 章にお
いて、肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤に関連して in vivo の脂肪細胞において
発現変動する遺伝子群の選抜法を確立し、脂肪細胞において発現量が増加することで全
身の代謝異常や脂肪組織の慢性炎症の発症に関与すると考えられる脂肪細胞由来の遺
伝子を単離した。本章では、第 1 章において構築したマクロファージの浸潤に関連する
因子群の抽出方法を応用して、マクロファージの浸潤に関連して脂肪細胞において逆に
発現が低下することで病態発症に関わる脂肪細胞由来の因子の単離を試みた。 
db/db マウスの白色脂肪組織で発現が低下する 1,745 個の遺伝子群の中から、B6 摂
取により脂肪組織へのマクロファージの浸潤を抑制した際に、逆に発現量が増加した
69 個の因子群との比較解析を行い、18 個の因子群を選抜した（Table 3）。マクロファ
ージの浸潤に関連する因子群の選抜法に関しては、その妥当性を既に第 1 章、および第
2 章で示しており、本章で選抜した 18 個の因子群には、脂肪組織へのマクロファージ
の浸潤に関連して機能が低下することで病態発症に関与する重要な因子が含まれてい
る可能性が考えられた。本章では、db/db マウスの白色脂肪組織で 1/10 にまで著しく
発現量が低下し、さらに B6 摂取によって 2.5 倍発現量が増加した Ras association 
(RalGDS/AF-6) domain family member 6（Rassf6）を見出し、脂肪組織における生理
機能の解明に着手した。Rassf6 は、成熟脂肪細胞画分において高発現している一方で、
SVF、および RAW 細胞における mRNA 発現は確認されず、3T3-L1 細胞を用いた遺伝
子発現解析によって、Rassf6 は、未分化の脂肪細胞では発現は認められなかった一方
で、分化した成熟脂肪細胞においてのみ高発現していた。さらに、肥満脂肪組織の
Rassf6 mRNA の発現量と F4/80(+)細胞数には負の相関が認められたことから、Rassf6
はマクロファージの浸潤によって脂肪細胞において発現量が低下することが示唆され
た。さらには、活性化した RAW 細胞との共存培養、および活性化マクロファージの培
養上清による刺激によって脂肪細胞における Rassf6 の発現量は有意に低下し、また、
マクロファージが放出する主要なメディエーターである TNF-α 刺激によっても脂肪細
胞における Rassf6 の発現量は有意に低下したことから、脂肪細胞における Rassf6 の
発現低下の一部分は、脂肪組織に浸潤したマクロファージの放出する TNF-α によって
引き起こされていると考えられた。一方で、肥満脂肪組織において発現量が著しく減少す
る候補遺伝子として同様に単離した Cyp2e1、Acsm3、Slc１a3 の 3 遺伝子については、マク
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ロファージと共存培養を行った脂肪細胞において発現量の変動が認められなかったことから
（データ非掲載）、肥満脂肪組織において観察された著しい発現減少には、マクロファージと
脂肪細胞との相互作用による影響ではなく、肥満による他の要因が大きく関係していると考え
られた。マクロファージと脂肪細胞との相互作用において、マクロファージの放出する
TNF-α が脂肪細胞に作用して MCP-1 など、肥満の病態進行に関わる因子の産生量を増
加させることが明らかにされているが、本章において単離した Rassf6 を含む候補遺伝
子についても、マクロファージの放出する TNF-α が発現量の低下に関与している可能
性が示され、脂肪細胞において発現が低下するメカニズムの解明が求められた。一方で、
機能未知な候補因子も複数単離されており、他の候補遺伝子についても脂肪細胞におけ
る詳細な発現解析、および機能解析が必要であると考えられた。 
Rassf6 は、Ras association (RalGDS/AF-6) domain family （RASSF）の一つであ
り、2000 年に Rassf1 が発見されて以来、現在、哺乳動物において Rassf1 から Rassf 
10 まで 10 種類の遺伝子が報告されている[109]。RASAF1-RASSF6 は C 末端付近に
RalGDS/AF-6 型の Ras-association (RA) domain および Sav/RASSF/Hippo (SARCH) 
domain を有し、腫瘍抑制など重要な生理機能が報告されている。一方で、RASSF7- 
RASSF10はN末端にRA domainのみを有する新規のRASSF family分子であり[110]、
各分子における生理的役割は未だに不明である。RASSF1 に関しては、腫瘍抑制因子と
してその生理機能が報告されており、近年の報告では、RASSF は細胞周期やアポトー
シスの調節において重要な生理作用を有することが明らかにされてきている[111]。
RASSF6 は、ヒト子宮頸癌由来細胞株 HeLa 細胞やヒト乳腺癌由来細胞株 MCF-7 細胞
などの複数の細胞においてアポトーシス誘導を増強することが報告された[112,113]。
HeLa細胞やMCF-7細胞にRASFF6を過剰発現させると caspase-3誘導性の細胞死が
引き起こされ、さらに、Ikeda らによって RASFF6 は Hippo-Pathway シグナルの中核
の構成因子として、癌細胞のアポトーシスを調節することが報告され[112]、従来から知
られている Hippo-pathway の調節経路とは異なる生理作用を有していることが明らか
にされた。さらに、腫瘍抑制シグナルであるHippo-Pathwayの構成因子としてRASSF1
の生理機能が報告されて以来、RASSF の生理作用の低下や発現量の低下と発癌との関
連性が示されている[114]。本研究で見出した RASSF6 についても、乳癌や大腸癌、腎
臓癌など一般的な固形腫瘍の約 30%~60%において発現量の低下が認められており、多
くの癌疾患においてその発現低下率が悪性度のマーカーとして報告されている[109]。
以上のように、RASSF6 は、アポトーシスの調節を介して腫瘍の抑制において重要な役
割を担うことが明らかにされているが、脂肪組織における RASSF6 を含む RASSF の
機能などについては全く報告されていない。本研究では脂肪細胞における RASSF 6 の
生理機能の解明を試み、Rassf6 が発現する成熟脂肪細胞 3T3-L1 細胞に Rassf6 siRNA
を導入し、脂肪細胞において Rassf6 の発現を 1/8 程度にまで低下させた際に与える影
響を検討した。Rassf6 のノックダウンを行った脂肪細胞の遺伝子発現動を DNA 
71 
 
microarray 法による遺伝子発現解析によって検討した結果、Rassf6 の発現を低下させ
た3T3-L1細胞において癌関連遺伝子であるhigh mobility group protein A2（Hmga2）
および CD44 の発現量が有意に増加することを見出した。CD44 は、細胞膜を貫通する
ように存在し、細胞表面上でヒアルロン酸をはじめとする細胞外マトリックスと結合す
る接着分子であり、リンパ球ホーミングに関わるなど多彩な生理機能を有していること
が知られている[115,116]。近年では、CD44 が癌幹細胞に高発現しており、抗酸化物質
である還元型グルタチオン（GSH）の合成材料であるシスチンを細胞内に取り込み、
GSH の細胞内濃度を上昇させ、活性酸素によって誘導される細胞死に耐性をもつ性質
を獲得することで、癌幹細胞の増殖や転移を促進することが見出された[117]。本研究に
おいて、Rassf6 の発現低下によって成熟脂肪細胞において CD44 が発現増加すること
を見出したが、CD44 は脂肪細胞の細胞表面に高発現し、肥満に伴って脂肪組織内に過
剰に構成される細胞外マトリックスと相互作用することが想定され、肥満の病態発症に
関与している可能性が示唆された。さらには、細胞表面に高発現する CD44 は、肥満脂
肪組織内における脂肪細胞の細胞死を負に制御することで細胞生存、すなわち細胞数の
増加に関与することで、肥満の病態発症に関わる可能性が考えられ、さらなる詳細な機
能解析が求められた。一方で、HMGA2 は、DNA の結合領域を有する architectural 
transcription factors の一つであり、癌組織の病態形成や癌細胞の増殖に関与している
ことが明らかにされている[118]。また、HMGA2 は多能性幹細胞に高発現しており、
細胞分化を調節していることが示され、主に micro RNA let7 や bone morphogenetic 
protein 4 (BMP4) によって発現が調節されていることが明らかにされた[119,120]。一
方で、HMGA2 は、幹細胞の増殖に関わるのみならず、過剰な HMGA2 の発現は、脂
肪肉腫 (lipoma) の発症に関連することが示され[121]、Rassf6 の低下で発現が亢進す
る Hmga2 は、脂肪細胞内において細胞増殖や脱分化に関わる可能性が示された。肥満
脂肪組織における CD44 と Hmga2 の遺伝子発現は、db/db マウスの脂肪組織において
発現量が増加するとともに、高脂肪食を 16 週間摂取させた食餌誘導性肥満マウスの脂
肪組織においてもその発現量は有意に増加することを明らかにした（データ非掲載）。
肥満脂肪組織においてマクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において著しく
発現が低下する Rassf6 は、脂肪細胞における CD44 と Hmga2 の発現を亢進させるこ
とで、肥満の進行に伴う脂肪細胞の増殖や分化を制御しているのみならず、Hippo-
pathway とは独立した機構で脂肪細胞のアポトーシスを抑制し、細胞生存、さらに細
胞寿命の延長を引き起こす可能性も考えられ、本研究によって、マクロファージと脂肪
細胞との相互作用が肥満脂肪組織における脂肪細胞の数の制御に影響するという新た
な概念が示唆された。一方で、肥満に伴って脂肪組織において Hippo-pathway シグナ
ルの破綻が生じる報告例はなく、マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞におい
てHippo-pathwayシグナルの構成因子であるRassf6が減少することは、肥満とHippo-
pathway シグナルとの関連性を示唆するものであり、今後の解析が期待される。 
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極めて最近では、糖尿病の遺伝素因の探索を網羅的に行った Expression-based 
genome-wide association study（eGWAS）によって、CD44 が糖尿病の重大なリスク
ファクターとして報告されるなど[122]、CD44 が肥満の病態発症において重要な役割
を担うことが示唆され、脂肪細胞における Rassf6 の機能低下は、CD44 の発現増加を
介してインスリン抵抗性などの病態発症に関与する一面を有すると考えられた。さらに
は Sadoshima らによって、Rassf1A 遺伝子の欠損（RASSF1A-KO）マウスの心臓にお
いて TNF-α の産生が増加し、繊維芽細胞の異常な増殖を引き起こすことで、線維化を
促進していることが見出された。実際に、RASSF1A-KO マウスに TNF-α の中和抗体
を投与することで、Rassf1A の欠損によって生じた線維化などが有意に抑制されること
が示され[123]、RASSF が TNF-α シグナル経路の活性化を調節することで炎症反応に
関与していることが報告された。RASSF6 は、ヒト肺がん細胞 A549 細胞において NF-
κB 活性化を抑制することが報告されており[109]、マクロファージの浸潤に関連して脂
肪細胞において RASSF6 の機能が低下することは、NF-κB 経路の活性化を介して炎症
性サイトカインの産生量を増加させ、脂肪組織の慢性炎症の発症において重要な役割を
担っている可能性が示唆された。本研究で単離した Rassf6 は、脂肪組織の脂肪細胞の
数の制御や炎症反応を調節していると想定され、肥満に伴って脂肪細胞において機能が
失われることで肥満の病態発症に関与する遺伝子であり、特に、マクロファージとの相
互作用によって発現が低下すると考えられた。さらには、本章で単離した候補遺伝子群
には機能未知な因子が多数含まれていることから、報告例の少なかった脂肪細胞におい
て機能が低下することで病態発症に関わる新規の脂肪細胞由来の遺伝子の発見が可能
であり、さらには、脂肪組織内へ浸潤するマクロファージの病態的意義について新たな
解釈につながる貴重な研究成果であると考えられた。 
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3-5．図表 
 
 
 
 
 
Fig.11 db/db マウスの白色脂肪組織において発現低下する因子群
と B6 摂取によって発現上昇する因子群との比較解析 
 
遺伝性肥満 db/db マウスの白色脂肪組織において発現減少した 1,745 遺伝子と B6 摂
取マウスの白色脂肪組織において発現上昇した 69 遺伝子との比較解析によって 18 個
の因子群を選抜した。 
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Table 3.  db/db マウスの白色脂肪組織において発現低下し B6 摂
取によって発現上昇する因子群 
 
Fig. 11 で単離された因子群 18 個の遺伝子発現変動を示す。赤色はコントロールマウ
ス db/+と比較して db/db において発現低下（倍率）を、青色は高容量の B6 摂取によ
って発現量の上昇（倍率）を示している。機能未知な遺伝子が複数含まれており、特に
db/dbマウスにおいて1/10以下にまで発現が低下し、細胞死や細胞増殖に関わるRassf6
に着目した。 
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Fig.12 単離された Rassf6 のマウス白色脂肪組織における 
mRNA 発現解析 
 
コントロールマウス db/+、および肥満 db/db マウスの白色脂肪組織における、Rassf6 
の mRNA 発現を RT-PCR 法によって解析した結果、db/db マウスの白色脂肪組織にお
いて Rassf6 の発現量は著しく低下した（A）。real-time PCR 解析によって Rassf6 の
発現量は 1/10 にまで低下することを示した（B）。また高脂肪食を負荷した食餌性肥満
マウス（HFD マウス）における Rassf6 の発現量を real-time PCR 法を用いて解析を
行なった結果、通常食摂取マウスと比較して HFD マウスの白色脂肪組織において
Rassf6 の発現量は 1/10 にまで有意に低下した（C）。さらに、B6 摂取マウスの白色脂
肪組織における Rassf6 の発現量を real-time PCR 法にて解析した結果、高 B6 摂取群
において発現量は、2.5 倍有意に増加した。（D） 
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Fig.13 成熟脂肪細胞画分および SVF における Rassf6 の発現解析 
 
食餌性肥満マウスの白色脂肪組織を、酵素分散法を用いて成熟脂肪細胞画分と SVF
（stromal vascular fraction）とに分画し、RT-PCR 法を用いて Rassf6 mRNA の発現
を解析した。成熟脂肪細胞の特異的な分子マーカーとしてadiponectin遺伝子を用いた。
Rassf6 は、adiponectin と同様の発現パターンを示し、成熟脂肪細胞画分に特異的な発
現を確認した（A）。また、3T3-L1 細胞を定法である分化誘導薬剤（MDI）を用いて成
熟脂肪細胞へと分化させた際の 3T3-L1 細胞の cDNA を用いた Rassf6 の mRNA 発現
量を real-time PCR 法によって解析を行った結果、MDI により成熟脂肪細胞へと分化
した 3T3-L1 細胞において特異的な Rassf6 mRNA の発現を認めた（B）。 
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Fig.14 マクロファージとの共存培養を行った脂肪細胞における
Rassf6 の発現解析 
 
transwell を用いた共存培養を行い（Fig. 4）、各区の 3T3-L1 細胞由来の cDNA を用
いて Rassf6 mRNA の発現量の定量解析を行った。活性化した RAW 細胞と共存培養し
た 3T3-L1 細胞において Rassf6 mRNA の発現量は 50%まで有意に低下した（A）。ま
た、LPS 刺激により活性化した RAW 細胞の培養上清を添加した 3T3-L1 細胞において
Rassf6 mRNA の発現量は 20%にまで有意に低下した。さらに炎症性メディエーターで
あるTNF-αを、終濃度 10 ng/mlの条件で刺激した 3T3-L1細胞におけるRassf6 mRNA
の発現量は 50%以上有意に低下した（D）。 
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Fig. 15 肥満脂肪組織におけるマクロファージ細胞数と Rassf6 の
発現量との比較解析 
 
白色脂肪組織に浸潤した単球・マクロファージ細胞数をマクロファージのマーカーで
ある F4/80 抗体を用いて免疫染色法により解析し、数値化した。さらに、脂肪組織内の
Rassf6 の発現量を real-time PCR 解析によって数値化し、各個体のマクロファージ浸
潤量と Rassf6 の発現量との相関の有無を Pearson の積率相関分析を用いて解析した。
その結果、マクロファージの浸潤数と Rassf6 の発現量は負の相関を示した。 
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Fig.16 Rassf6 siRNA を導入した 3T3-L1 細胞の遺伝子発現解析 
 
脂肪細胞における Rassf6 の生理機能を解析するために、成熟した 3T3-L1 細胞に
reverce transfection 法によって Rassf6 siRNA（si-rassf6 群）を導入し、Rassf6 のノ
ックダウンを行った。コントロール群としては luciferase siRNA（si-luc 群）を導入し、
Rassf6 siRNA の導入による 3T3-L1 細胞における Rassf6 の発現は、1/8 にまで低下す
ることを real-time PCR 解析を用いて確認した（A）。さらに DNA microarray法を用い
て Rassf6 のノックダウンによる 3T3-L1細胞の遺伝子発現変動を解析した結果、si-luc群
と比較して Rassf6のノックダウンによって CD44 と high mobility group A2(Hmga2)遺伝子
の発現量が増加することを見出し、各 cDNA を用いた real-time PCR 解析によって両遺伝
子の発現量は有意に増加することを示した（B）。 
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第 4 章 脂肪組織の慢性炎症像を非侵襲的に観察する新規モデルマウスの作出 
 
4-1．序論 
 メタボリックシンドロームは、白色脂肪組織の慢性炎症を引き金としてインスリン抵
抗性や高血圧、高脂血症などの疾患群を続発し、心血管疾患などの重篤な疾病のリスク
を上昇させることから大きな社会問題として認識されている。メタボリックシンドロー
ムの予防には、白色脂肪組織の慢性炎症の抑制を目指した方策が望まれているが、白色
脂肪組織の慢性炎症の発症における詳細な分子メカニズムは不明であり、未だ有効な治
療法は開発されていない。一方で、食環境における慢性炎症の抑制が可能となれば、メ
タボリックシンドロームの有望な予防策にもつながると想定され、脂肪組織の慢性炎症
の抑制を目指した機能性食品などの開発が望まれている。特に、脂肪組織に浸潤するマ
クロファージが脂肪組織の慢性炎症や全身の代謝異常に関わることが明らかにされて
以来、脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作用が、脂肪組織の慢性
炎症の発症における基盤病態であると捉えられ、脂肪組織の慢性炎症の評価においては、
脂肪組織に浸潤するマクロファージ数の観察、および脂肪細胞との相互作用の評価が必
須となっている。 
炎症性疾患を含む様々な疾病に対する食品成分などの機能性を評価する試験では、動
物実験が広く行われているが、それらの評価法は、実験終了時に実験動物を屠殺して行
う、エンドポイントによる生化学的な解析が主流となっている。従来からの動物評価試
験では、病態の発症、進行時における生体内での変化や機能性食品などの機能性の評価
について屠殺時点での極めて限定的な情報しか得られない。それらの問題点の解決策と
しては、複数のエンドポイントを設定し、必然的に n 数を増やした動物実験を計画する
ことが一般的であるが、数多くの実験動物が必要となるなど、用いられる実験動物数、
また術式など動物実験での実施内容も動物愛護の観点から重大な社会問題となってい
る。一方で、近年開発された in vivo イメージング技術は、生体内の微弱な化学発光や
蛍光を体外から非侵襲的に観察可能な新しい動物実験の評価手法であり[56,57]、生き
た個体の組織や細胞がリアルタイムにまた、継時的な観察が可能となった。固定した組
織標本、または組織抽出液や遺伝子発現解析などの従来の生化学的な解析では、生きた
状態での動態や分子の動きを観察することは不可能であった。一方、in vivo イメージ
ング技術では、生体環境における細胞や分子の動きが解析可能であることから、近年で
は、luciferase 遺伝子などを利用したレポーターマウスが作製され、癌細胞の転移研究
や炎症性疾患、さらにはウイルス感染などの種々の疾患モデルへの応用がなされている
[59,62,124]。in vivo イメージング技術を利用した癌細胞の転移試験では、癌細胞の原
発巣から転移巣への浸潤に関して、生きた状態において継時的な観察が可能となり、空
間的な情報など、従来からの生化学解析のみでは知りえなかった新たな知見がもたらさ
れ、癌研究の発展に大きく貢献している。一方で、肥満の脂肪組織の慢性炎症を評価す
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るモデルとしては、多数の炎症性サイトカインの転写を調節することで、炎症性疾患に
関与することが知られている炎症性の転写因子 nuclear factor-κB (NF-κB)の制御下に
おいて luciferase 遺伝子が発現するトランスジェニックマウス（NF-κB-luc mouse）が
作出され、炎症像の可視化が試みられた[124,125]。NF-κB は、肥満脂肪組織で産生さ
れることが報告されている TNF-α や IL-1β によって活性化され、標的遺伝子である炎
症性サイトカインの発現量を増加させる。さらに最近の報告では、肥満脂肪組織の NF-
κB の活性化は、インスリン抵抗性の発症において重要な役割を担うことが示されるな
ど、肥満の病態発症において NF-κB の活性化を観察することは重要であると考えられ
た。実際に、Calsen らは、NF-κB-luc mouse に高脂肪食を与え、肥満を誘導した際の
生体内の NF-κB の活性化について非侵襲的な観察を行ったところ、高脂肪食を与えた
マウスにおいて正常食群と比較して全身において NF-κB の活性化に基づく化学発光が
観察され、特に、高脂肪食摂取マウスにおいて、胸部の領域において高い化学発光が観
察された[125]。一方、その化学発光は脂肪組織においては、微弱なものであったことか
ら、NF-κB-luc mouse は、脂肪組織の慢性炎症を特異的に観察することよりもむしろ、
全身での NF-κB 活性化の生理機能を探索する有用なモデルマウスであると考えられた。
そのため、脂肪組織の慢性炎症を非侵襲的に観察する手法は未だ開発されておらず、本
研究では肥満脂肪組織の慢性炎症を評価する動物モデルの作出を目指した。 
肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤量の増加、および同細胞の活性化は、インスリン
抵抗性などの二次的な合併症と深く関連することがマクロファージの浸潤を抑制させたモデル
マウスの形質の解析やヒトにおける臨床試験からも明らかにされており、in vivoイメージング
技術を利用して肥満脂肪組織の慢性炎症を評価するには、脂肪組織に浸潤するマクロフ
ァージ数の観察を可能としなければならない。肥満脂肪組織の慢性炎症の可視化を目指
すにあたり、マクロファージ自身をイメージング解析によって観察することは、評価に
おける組織特異性を鑑みた場合、全身におけるマクロファージの存在は不利であると考
えた。また、肥満脂肪組織の体積の大半を占める脂肪細胞の存在も、化学発光の強度を
鑑みた場合にマクロファージ自身を可視化する方策が得策ではないと結論付けた。一方
で、本研究では既に、脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作用が脂
肪細胞に及ぼす影響を in vivo において解析しており、実際に、脂肪組織に浸潤するマ
クロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現量が変化する脂肪細胞由来
の遺伝子を複数単離している。本章では、マクロファージの脂肪組織への浸潤に関連して
脂肪細胞において発現量が増加する因子群の中で、特に、白色脂肪組織の炎症状態を鋭敏
に反映する脂肪細胞由来の因子の選抜を行い、同因子の promoter 活性を利用して、マク
ロファージの浸潤に関連する脂肪組織の慢性炎症を非侵襲的に評価する新規動物モデ
ルの構築を目指した。in vivo および in vitro におけるマクロファージと脂肪細胞との
相互作用の解析を通して、肥満脂肪組織特異的に発現増加し、かつ脂肪組織のマクロフ
ァージの浸潤量を鋭敏に反映する候補遺伝子として serum amyloid A3 (Saa3) 遺伝子
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を見出した。さらに Saa3 遺伝子の promoter 領域（-314/+50）の下流に luciferase 遺
伝子を連結した Saa3-luciferase (saa3-luc)キメラ遺伝子を構築し、マクロファージの
浸潤を Saa3 遺伝子の promoter 活性に基づく化学発光を指標として評価することを着
想した。マイクロインジェクション法によって Saa3-luc キメラ遺伝子を受精卵へ導入
し、トランスジェニックマウスを作製した（Saa3-luc mouse）。作出した Saa3-luc mouse
に高脂肪食を負荷して肥満を誘導し、in vivo イメージング解析を行うことで、肥満白
色脂肪組織の慢性炎症の非侵襲的な評価を行った。  
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4-2. 研究材料、および実験手法 
 
本研究で行う遺伝子組換え実験，および動物実験については、広島大学における教育
訓練を受け、従事者として登録を行ったうえで実施している。また、本研究の動物実験
は、広島大学動物実験委員会において実験の手順、および方法について承諾を得ており、
また遺伝子組み換え実験においては、関連する法令等を遵守しながら遂行した。動物実
験に関しては、広島大学承認番号 C11－23 において承認済みであり、遺伝子組換え生
物使用実験に関しては広島大学承認番号 23－141 において承認済みである。 
 
4-2-1. 一般試薬 
一般試薬は、主に nacalai tesque、Sigma の特級試薬を用いて行った。制限酵素は、タ
カラバイオ社製または東洋紡社製のものを使用した。 
 
4-2-2. 菌株およびベクター 
菌株 
形質転換に用いた大腸菌株は、Escherichia coli Hit-DH5α(RBC Bioscience社製)を使
用した。 
 
plasmid vector 
pBluescript SK+は、STRATAGENE 社から購入した。pMX-puro は、亀井康富博士
（東京医科歯科大、現京都府立大）より御供与いただいた。pRRL-Sin cPPT は、Fons van 
De loo 博士（Radbond University Nijmegen Medical Center, Netherlands）より御供
与いただいた。 
 
4-2-3. agarose gel 電気泳動 
1% agarose gel の作製 
1% agarose 
1×TBE 
上記の試薬の調製はミリ Q 水で行った。 
 
DNA 精製用 agarose gel の作製 
1% SeaKem GTG Agarose（CAMBREX 社製） 
1×TAE（nacalai tesque 社製） 
上記の試薬の調製はミリ Q 水で行った。 
 
agarose gel 電気泳動 
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DNA 溶液に対し、6×Loading Dye （TOYOBO 社製）を混合し、agarose 電気泳動用
の試料とした。agarose gel の各ウェルに試料をアプライし、1×TBE バッファー中で
100V の定電流で電気泳動を行った。泳動時間は、サンプルの DNA の大きさによって
その都度、最適な泳動時間を決定した。 
  
4-2-4. 大腸菌培養用の培地調製、および plasmid 抽出液の調製  
LB 寒天培地（LB プレート）の調製 
1% tripton 
0.5% yeast extract 
0.5% NaCl 
1.5% agar 
上記の組成となるように蒸留水で調製してオートクレーブを行い、ampicillin（終濃度
200 μg/ml）または kanamycin（終濃度 40 μg/ml）を添加した後、90 mm×15 mm の
滅菌シャーレに培地を流し込み、クリーンベンチ内で室温まで冷まして固めたものを使
用した。 
 
LB 液体培地の調製 
1% Tripton 
0.5% Yeast extracts 
0.5% NaCl 
蒸留水で調製してオートクレーブを行い室温で保存し、使用直前に ampicillin（終濃度
200 μg/ml）または kanamycin（終濃度 40 μg/ml）を添加して使用した。 
 
plasmid 抽出試薬の調製 
Solution Ⅰ 
50 mM glucose 
25 mM Tris-HCl (pH8.0) 
10 mM EDTA 
Solution Ⅱ 
0.2 N NaOH 
1% SDS 
Solution Ⅲ 
3 M potassium acetate 
5 M acetic acid 
上記の組成となるように dH2O で調製して、Solution Ⅱは 4℃で、それ以外は室温で
保存した。Solution Ⅱは、使用する前に 37℃の恒温槽で 15 分温め、塩が完全に溶解
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していることを確認して使用した。 
 
4-2-5. Luciferase assay 用の溶液調製 
Lysis buffer の作製 
25 mM Tris-HCl (pH7.5) 
10% glycerol 
1% Triton-X 100 
2 mM dithiothreitol（DTT） (使用直前に添加した) 
上記の組成となるようにオートクレーブしたミリ Q 水に調製した。 
 
4-2-6. DNA microaaray 解析 
共存培養法による 3T3-L1 細胞の遺伝子の発現解析 
Nishimura らのグループによって、 transwell system を用いた 3T3-L1 細胞と
RAW264.7 細胞（RAW 細胞）との共存培養が行われ、in vitro 培養系においてマクロファー
ジとの相互作用による 3T3-L1細胞の遺伝子発現変動を Gene chip（Affymetrix社製）を用
いた網羅的、かつ継時的な解析が行われた[126]。本章では、24 時間共存培養した際の
3T3-L1 細胞において 5 倍以上発現が上昇した因子群を選抜し、その実験結果を比較解析
に供した。 
 
db/dbマウスの精巣周囲白色脂肪組織において高発現する遺伝子の発現解析 
1-2-5. DNA microarray 解析の項において、db/db マウスおよび db/+マウスの精巣周
囲白色脂肪組織における遺伝子発現変動を網羅的に解析しており、本章では、db/db マ
ウスの脂肪組織において 5 倍以上発現が高い因子群を選抜し、比較解析に供した。 
 
4-2-7. mouse Saa3 遺伝子の promoter 領域クローニング 
Saa3 遺伝子の promotere 領域（-314/+50）を含む pRRL-Sin cPPT lentivirus vector
をFons van de loo博士（Radbond University Nijmegen Medical Center, Netherlands）
より供与していただき、以下の実験に用いた。Saa3 promoter（-314/+50）領域を pGL3.0 
(Promega)に連結させ、pGL-Saa3p とし、塩基配列の決定により変異の無いことを確認
した。次に pGL-Saa3p より、-314/+50 の Saa3 promoter 遺伝子と luciferase 遺伝子
を含む DNA 断片の調製を行った。pMX-puro への組み換えを行うために、EcoRI、NotI
サイトをそれぞれ有する以下の primer を設計し、PCR 反応に供した。 
sense primer               5’-CCGAATTCGTCGACTTGGATTGGATCCC-3’ 
antisense primer           5’-GGGCGGCCGCTCTAGAATTACACGGCGATC-3’ 
上記のように sense 鎖に EcoRI を付加し、antisense 鎖に NotI を付加した。
PrimeSTAR DNA polymerase （Takara Bio 社製）を用いて PCR 反応を行った。以下
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に反応組成を記した。 
PrimeSTAR DNA polymerase             0.25 μl 
5x PrimeSTAR DNA polymerase buffer             10 μl 
dNTP Mix                                    4 μl 
pGL-Saa3p                                        1 μl 
sense primer                                     0.5 μl 
antisense primer                           0.5 μl 
dH2O                                         33.7 μl 
上記の反応溶液を混合し、サーマルサイクラー（Perkin Elmer 社製）を用いて PCR 反
応を行った。95°C で 2 分間熱処理し、95°C 15 秒間→65°C 10 秒間→72°C 1 分 30 秒
間の条件下で計 30 サイクルの PCR 反応を行った後、72°C で 3 分間熱処理し、反応を
停止させた。PCR 反応終了後、50 μl の dH2O を加え、全量を 100 μl とした。High pure 
PCR purification Kit（Roche 社製）を用いて、PCR 産物の精製を行った。以下にその
手順を記す。100 μl の反応溶液に 500 μl の結合 buffer 1 を加えて転倒混合を行った。
カラムチューブに全量を移し、卓上遠心機で遠心（8,000 g、1 分間）した後、フロース
ルー画分をデカントにて除去した。Wash buffer 500 μl をカラムに添加し、さらに遠心
(8,000 g、1 分間)した。Wash buffer 200 μl で再度洗浄を行った後に、遠心(8,000 g、
1 分間)を行い、カラムを滅菌した 1.5 ml 容チューブに入れ、Elution buffer 350 μl で
溶出を行った。agarose gel 電気泳動を行い、PCR 産物の確認を行い、Saa3-luciferase
キメラ DNA（EcoRI-NotI サイトを有する）溶液とした。 
 
4-2-8. Saa3-luc 組み換え plasmid の作製 
pBluescript SK+/Saa3-luc の作製 
4-2-7.の項において精製を行った Saa3-luciferase キメラ DNA を、pBluescript SK+ 
に連結させた組換え plasmid を作製し、以後の組換え実験に供した。すなわち、EcoRV
処理を行った pBluescript SK+ T 1.0 μl と Saa3-luciferase キメラ DNA 溶液 3.0 μl を
ligation 1 溶液（DNA Ligation Kit ver.2、Takara Bio 社製）4 μl と混合し、16°C で 3
時間インキュベートして ligation 反応を行った。この ligation 反応液 3.0 μl を 25.0 μl 
の Escherichia coli DH5α（以下 DH5α）に混合し、混合した後に、氷上で 15 分静置し
た。heat shock を行った後、あらかじめ 37°C で保温しておいた LB 培地 200 μl を加
えて穏やかに混合し 37°C で 15 分間インキュベートした。この大腸菌溶液を 0.1 M 
IPTG、40 mg/ml X-gal を 40 μl ずつ塗布した LB プレート（200 μg/ml ampicillin）に
播種し、37°C で 16 時間培養した。培養後のプレートから白いコロニーのみを滅菌した
爪楊枝で単離し、液体 LB 培地 3.0 ml（200 μg/ml ampicillin）につけ、37°C で 16 時
間、振とう培養した。コロニー単離と同時に、新しい LBプレート（200 μg/ml ampicillin）
に爪楊枝でストリークしマスタープレートを作製した。アルカリ SDS 法を用いてプラ
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スミドを抽出した後に、EcoRI、および NotI で DNA 断片の挿入を確認した。目的のプ
ラスミドを含む大腸菌をマスタープレートから滅菌した爪楊枝で単離し、40 ml の LB
培地（200 μg/ml ampicillin）につけ、37°C で 16 時間振とう培養した。大量の大腸菌
溶液を 50 ml 容チューブに移し、遠心（12,000 g、4°C、10 分間）によって菌体を回収
した後、Geno pure Plasmid Midi kit（Roche 社製）を用いて plasmid を精製した。
nano drop 2000 を使って DNA 濃度を測定し、以後の実験まで 4°C で保存した。 
 
pMx-puro/Saa3-luc の作製 
pBluescript SK+ T-vector と融合させた Saa3-luc plasmid を制限酵素 EcoRI、およ
び NotI を用いて切断した。亀井博士より御供与いただいた retrovirus vector である
pMx-puro を同様に EcoRI、および NotI を用いて切断した。各制限酵素溶液 50 μl を
Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis（PAGE）で解析を行い、UV 照射下で gel から
DNA 断片を切り出し、エレクトロエリューションにより DNA 断片を回収した。エレ
クトロエリューションの条件を以下に記す。切り出した断片を 1×TBE で満たした透析
チューブ内に入れ、1×TBE の泳動バッファーを用い、150 V の定電圧で 30 分間通電
し、gel から DNA 断片の回収を行った。DNA 抽出液を 1.5 ml チューブに分注し、等
量の phenol/chloroform/isoamylalcohol（25:24:1）を加え、15 秒間 voltex によって激
しく攪拌し室温で 3 分間静置した後、遠心（12,000 g、15°C、5 分間）した。上層画分
を新しい 1.5 ml 容チューブに移し、EtOH 沈殿を行い、-80 °C で静置した。EtOH 沈
殿させた DNA サンプルを遠心 (12,000 g、4 °C、15 分間) し、70% EtOH で洗浄し、
減圧乾燥させた。滅菌水を 7 μl ずつ添加し、それぞれの DNA 溶液とした。酵素切断を
行った DNA 溶液を、ligation 1 溶液（DNA Ligation Kit ver.2、Takara Bio 社製）を
用いて pMX-puro と Saa3-luciferase 遺伝子とを連結させた plasmid を作製し、pMX-
puro/Saa3-luc とした。EcoRI および NotI を用いて制限酵素処理を行い、切断された
断片を agarose gel 電気泳動によって分離し、組換えの確認を行った。 
 
4-2-9. Saa3-luciferase 遺伝子の安定形質転換 3T3-L1 細胞の樹立 
Saa3-luciferase 遺伝子を含むウイルス粒子の産生 
パッケージング細胞である phoenix293 細胞を 4.0×105 cells/35 mm dish の条件で播
種し、37°C、5 % CO2で培養した。翌日、Gene juice transfection reagent（Novagen
社製）を用いて、pMX-puro/Saa3-luc plasmid、およびpMX-puro plasmidをphoenix293
細胞へ形質導入した。形質導入は、Novagen 社推奨の transfection プロトコールに準
じて行った。37°C、5 % CO2で 8 時間培養した後、さらに 32°C、5% CO2の条件下で
48 時間培養し、ウイルス粒子を培養上清中に産生させた。次いで、このウイルス粒子
を含む培養上清 2.5 ml を 15 容チューブに移し、5 mg/ml 臭化ヘキサジメトリンを 2.5 
μl（終濃度 5 μg/ ml）添加し、混合した後、ウイルス溶液とし、-80°C で保存した。 
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3T3-L1 細胞へのレトロウイルスの感染、および安定形質転換 3T3-L1 細胞の樹立 
細胞培養用の DMEM 培地を用いて、3T3-L1 細胞を 35 mm dish（CORNING 社製）
に 2×104 cells の条件で播種し、37°C、5 % CO2で培養した。翌日、-80°C で保存して
おいたウイルス溶液 1 ml を 0.45 μm のフィルター（Millipore 社製）でフィルトレー
トし、DMEM 培地 1 ml と混合した後、3T3-L1 細胞の培地の交換を行った。37°C、
5 %CO2 で 24 時間培養した後、ウイルス粒子を含まない DMEM 培地に交換した。さ
らに 24 時間培養した後に、10 μg/ml puromycin を含む DMEM-purohi培地と交換し、
3~4 日培養した後、puromycin 耐性の 3T3-L1 細胞（3T3-L1/Saa3-luc）のみを単離し
た。以降の 3T3-L1/Saa3-luc 細胞の培養、および継代は 2 μg/ml puromycin を含む
DMEM-purolow培地を用いて、1-2-8. 3T3-L1 細胞の培養、および継代の項に記載した
方法に準じて行った。安定形質転換 3T3-L1/Saa3-luc 細胞における luciferase の発現
は、後に記載する luciferase assay 法を用いて確認した。 
 
4-2-10. Saa3-luc mouse の樹立 
transgene 用 Saa3-luciferase 遺伝子の精製 
4-2-7.の項で作製した pGL-Saa3p ベクター10 μg を PvuⅠで制限酵素処理を行い、
転写終結 poly A サイトを含んだ 4.1 kbp の領域の DNA を切り出し、DNA 精製用の
agarose gel で電気泳動を行った。目的の DNA を agarose gel より切り出し、Qiagen 
gel extraction kit（Qiagen 社製）を用いて、DNA の精製を行った。以下に、精製手順
を記す。切り出したゲルの重量を電子天秤により正確に測定し、0.398 g のゲルに対し
て 1.2 ml の Buffer QG を添加した。ヒートブロックを用いて、50 ℃で 10 分間加温し
てゲルを完全に溶解させた。Qiaquick colum に溶解させた溶液全量を移し、1 分間遠
心（12,000 g、4℃）を行い、フロースルー画分を除去した。さらに、Buffer QG を 500 
μl 加え、カラム上のゲルを溶解させ、1 分間遠心（12,000 g、4℃）を行った。洗浄の
ため、Buffer PE を 750 μl 添加し、2 分間静置させた後、1 分間遠心（12,000 g、4℃）
を行った。フロースルー画分を除去し、さらに 1 分間（12,000 g、4℃）遠心を行い、
カラムを乾燥させた。1.5 容チューブにカラムを移し、30 μl の dH2O で溶出させ、nano 
drop 2000 を使って DNA 濃度を測定した。 
 
transgenic mouse の作製 
精製した DNA 断片を BglⅡで制限酵素処理し、目的断片であることを確認した。精
製した Saa3-luciferase を含む transgene 溶液（4.1 kbp、51.0 ng/μl）を日本エスエル 
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挿入および、偽妊娠マウスへの受精卵の移植を委託し、89 匹の仔マウス（F0）を得
た。 
 
transgenic mouse のゲノム DNA の抽出 
得られた F0 マウスの尾の先端を切断し、1.5 ml チューブに移し、300 μl の DNA 抽
出溶液を添加した後、55℃で一晩インキュベートした。翌日、DNA 抽出液に等量の
phenol:chloroform:isoamyl alcohol（25:24:1、pH7.9）（nacalai tesque 社製）を加え、
室温で 30 分間転倒混和した後、室温で遠心（12,000 g、10 分間）を行い、上層の水層
画分を新しい 1.5 ml チューブに移した。回収した溶液に RNase 溶液を 5 μl 加え、室
温で 30分間インキュベートした後、等量のphenol:chloroform:isoamyl alcohol（25:24:1、
pH7.9）を加え、30 分間転倒混和した。その後、室温で遠心（12,000 g、10 分間）を行
い、上層の水層画分を新しい 1.5 ml チューブに移し、1 ml の 100% EtOH を加え、転
倒混和した後、-80℃で 15 分間静置した。その後、4℃、12,000 g、15 分間遠心を行い、
上清を除去した。生じたペレットに 70% EtOH を 1 ml 加え、4℃、12,000 g、5 分間遠
心しペレットの洗浄を行い、上清を完全に除去した後、減圧乾燥を行った。ペレットに
500 μl の dH2O を加え、一晩 4℃で溶解させ、ゲノム DNA 溶液とした。 
 
PCR 増幅による transgene の検出 
マウスの尾から抽出したゲノム DNA を鋳型として、PCR 増幅によって染色体に組
み込まれた transgene の検出を行った。プライマーは、Saa3 遺伝子の promoter 領域
と luciferase 遺伝子の領域を挟み込むようにし、内在性の染色体 DNA に反応しない領
域を設計した。用いたプライマーは、下記に記した。 
sense primer       5’-CCGAATTCGTCGACTTGGATTGGATCCC-3’ 
antisense primer   5’-GGGCGGCCGCTCTAGAATTACACGGCGATC-3’  
 
PCR の反応組成および条件は、以下に記した。 
Go-Taq Green master mix (20 μl scale) 
Green master mix            7.5 μl 
nuclease free water           6.1 μl 
ゲノム DNA                  1.0 μl 
sense primer                 0.2 μl 
antisense primer             0.2 μl 
上記組成の PCR 溶液を丁寧に混合し、PCR 用 8 連チューブに加えスピンダウンした
後、サーマルサイクラーにセットして PCR 反応を開始した。95°C で 2 分間熱処理し、
95°C 40 秒間→58°C 40 秒間→72°C 1 分間の条件下で、計 26 サイクルの PCR 反応を
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行った後、72°C で 3 分間熱処理し、反応を停止させた。 
 
Saa3-luc F1 mouse の作製 
尾のDNAを用いた transgene 検定によって遺伝子導入が確認された 10-3 系統の雄性
マウス（F0）と雌性 C57/BL マウスとを交配させ、F1 マウスを得た。得られた F1 マウ
スも尾の先端からゲノム DNA を抽出し、同様に transgene の検定を行った。F3 世代ま
で交配を繰り替えし、以後の実験に供した。 
 
4-2-11. 3T3-L1/Saa3-luc 細胞を用いた共存培養法、およびサイトカイン刺激 
3T3-L1/Saa3-luc 細胞を transwell 12 well culture plate に 8×104 cells/well の条件
で播種し、1-2-8.の項の定法に従って分化誘導を行った。分化誘導 8 日後(day 8)に 1-2-
8. Transwell system を用いた共存培養の項で記した方法に準じて共存培養に供した。
また、同様に 12well culture plate に 3T3-L1/Saa3-luc 細胞を播種し、分化誘導を行っ
た 8 日後(day 8)の 3T3L1/Saa3-luc 細胞に RAW 細胞の培養上清（MacCM）および LPS
刺激した RAW 細胞の MacCM を添加し、18 時間刺激を行った。さらには、10 mg/ml
の mouse TNF-α を終濃度 10 ng/ml になるように DMEM 培地に添加し、24 時間刺激
を行った。 
 
4-2-12. 動物飼育 
db/db マウスの飼育 
7 週齢の雄性 db/db マウス、およびコントロールとして雄性 db/+マウスを日本チャ
ールス・リバー株式会社より購入した。12 時間明暗サイクル (8:00～21:00 は明、21:00
～8:00 は暗) 、恒温 (24±1°C) で飼育を行った。飼育条件は、2-2-3. db/db マウスの飼
育の項に記載した。 
 
C57BL/6Jマウスの飼育 
5 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを日本チャールス・リバー株式会社より購入した。12
時間明暗サイクル(8:00～21:00 は明、21:00～8:00 は暗) 、恒温 (24±1°C) で飼育を行
った。飼育条件は、2-2-3. C57BL/6Jマウスの飼育の項に記載した。 
 
Saa3-luc mouseの飼育 
本章では、F3世代まで戻し交配を行ったマウスを実験に供し、12 時間明暗サイクル(8:00
～21:00 は明、21:00～8:00 は暗) 、恒温 (24±1°C) で飼育を行った。5週齢の雄性 Saa3-
luc mouseを、通常食 AIN-93Gを自由摂食させるND群、および高脂肪食を自由摂食させ
る HFD 群の 2 群に分けた。継時的なイメージング解析を行いつつ、高脂肪食摂取 16 週間
後に屠殺し、精巣周囲白色脂肪組織を含む各組織を摘出して生化学的解析に供した。 
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4-2-13. db/db マウスおよび db/+マウスの各組織の摘出および RNA 抽出 
絶食 5 時間後に精巣周囲の白色脂肪組織（white adipose）、肝臓（liver）、腎臓（kidney）、
心臓（heart）、大腸（colon）、小腸（intesine）、骨格筋（skeletal muscle）、精巣（testis）、
脾臓（spleen）を摘出した。摘出した各組織重量を測定し、精巣、および脾臓は 15 ml
容チューブに分注した QIAZOL reagent（Qiagen 社製）1 ml に加え、その他の組織は、
15 ml 容チューブに分注した QIAZOL reagent 2 ml に加え、ホモジナイザーで完全に
破砕して 30 分間室温にて静置した後、total RNA の調製まで−80°C で保存した。total 
RNA の調製は、RNeasy Lipid Tissue Mini kit（Qiagen 社製）を用いて、1-2-7. 組織
からの total RNA の調製の項および Qiagen 社推奨のプロトコールに準じて行った。 
 
4-2-14. RT-PCR解析 
逆転写反応による cDNA の合成 
各サンプルからの cDNA 合成は、抽出した total RNA を 500 ng から 1 µg までの一
定量に調製し、RevaTra Ace RT（TOYOBO 社製）を用いて 1-2-7. cDNA 合成の項に
準じて行った。 
 
RT-PCR 
合成した cDNA を用いて Go-Taq DNA polymerase（Promega 社製）による PCR 反
応を行った。増幅産物 10 μl を 5% PAGE で電気泳動を行った。電気泳動は 1×TBE の
泳動 buffer を用い、200 V の定電圧で 40 分間の条件で行った。電気泳動終了後、gel
を ethidium bromide（EtBr）溶液に 10 min 間浸し、UV 照射により増幅 DNA のバン
ドのパターンを確認した。 
 
以下に PCR 反応の手順を記す。 
PCR 反応は 1 サンプルあたり以下の反応スケールでサンプルを調製した。 
 
Go-Taq Green master mix (20 μl scale) 
Green master mix            10.0 μl 
nuclease free water           8.0 μl 
cDNA                       1.0 μl 
sense primer                  0.5 μl 
antisense primer              0.5 μl 
 
スピンダウンした後、PCR 用 8 連チューブに上記の反応液を加え、サーマルサイクラ
ーにセットした。95°C で 2 分間熱処理し、95°C 40 秒間→58°C 40 秒間→72°C 1 分間
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の条件下で、計 28 サイクルの PCR 反応を行った後、72°C で 3 分間熱処理し、反応を
停止させた。 
本研究で使用した合成 primer は全て 100 μM で使用した。下記に使用した合成 primer
を記す。 
 
mouse Tnf-α 
sense primer               5’-CCGATGGGTTGTACCTTGTC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3’ 
 
mouse Mpeg1 
sense primer               5’-GCTTGCCTCTGCATTTCTTC-3’ 
antisense primer           5’-TCTTCTGCTCCAGGTTTTGG-3’ 
 
mouse Emr1 
sense primer               5’-ATTGTGGAAGCATCCGAGAC-3’ 
antisense primer           5’-GTAGGAATCCCGCAATGATG-3’ 
 
mouse Saa3 
sense primer      5’-TTGATCCTGGGAGTTGACAG-3’,  
antisense primer    5’-CACTCATTGGCAAACTGGTC-3’ 
 
β-actin (mouse, human) 
sense primer               5’-TTGGGTATGGAATCCTGTGGCATC-3’ 
antisense primer           5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTTGC-3’ 
 
mouse L-19 
sense primer               5’-GGCATAGGGAAGAGGAAGG-3’ 
antisense primer           5’-GGATGTGCTCCATGAGGATGC-3’ 
 
real-time PCR による発現解析 
real-time PCR 反応には、THUNDERBIRDTM SYBR® qPCR Mix（TOYOBO 社製）
を使用した。primer と鋳型 cDNA は上記の項と同様のものを使用し、反応組成、およ
び反応条件は 1-2-7. real-time PCR による発現解析の項に記載した方法に準じて行っ
た。 
 
4-2-15. Luciferase activity の測定 
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3T3-L1/Saa3-luc 細胞における luciferase activity の測定 
4-2-11. 3T3-L1/Saa3-luc 細胞を用いた共存培養法、およびサイトカイン刺激の項に
おいて、各刺激を行った際の 3T3-L1/Saa3-luc 細胞における Saa3 遺伝子の promoter
活性に基づく luciferase activity の測定を行った。刺激後の 3T3-L1/Saa3-luc 細胞の培
養上清を取り除き、PBS(-)を 1 ml 加えて洗浄を行った後 PBS(-)を除去した。各ウェル
に 400 μl の Lysis buffer を加えて細胞を溶解し、1.5 容チューブに全量を回収した。ソ
ニケーション処理を 15 秒間行い、細胞を完全に破砕した後、10 分間遠心（12,000 g、
4℃）を行い、上清 150 μl を回収し luciferase activity の測定用のサンプルとした。ピ
ッカジーン試薬（TOYO ink 社製）をあらかじめ 37℃で 15 分間保温し、サンプル 10 
μl に対してピッカジーン試薬 50 μl を混合して luminometer（Turner Model TD-20）
を用いて luciferase activity を測定した。測定後、Lowely 法を用いて各サンプルのタ
ンパク濃度を定量し、測定した luciferase activity の値は総タンパク濃度で補正を行っ
た。 
 
Saa3-luc mouse の各組織における luciferase activity の測定 
絶食 5 時間後に Saa3-luc mouse より、精巣周囲の白色脂肪組織、肝臓、腎臓、大腸、
小腸の各組織を摘出した。摘出した組織重量を測定し、Lyssis buffer 700 μl を加え、
ホモジナイザーで完全に破砕した後、10 分間遠心（12,000 g、4℃）を行った。遠心後、
上清 200 μl を回収し、luciferase activity 測定用の組織サンプルとした。サンプル 10 
μl に対して、細胞からの luciferase activity 測定と同様に、50 μl のピッカジーン試薬
を加え、luminometer で luciferase activity を測定した後、総タンパク質濃度を測定し
て luciferase activity の補正を行った。 
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4-3. 実験結果 
4-3-1．単球・マクロファージの浸潤量のモニターに利用されうる脂肪細胞に由来する因子の
単離 
Nishimura らのグループによって、transwell system を用いた 3T3-L1 細胞と RAW
細胞との共存培養が行われ、in vitro 培養系において、マクロファージとの相互作用によって
影響を受ける 3T3-L１細胞の遺伝子発現変動の網羅的な解析が Gene chip（Affymetrix社
製）を用いて行われた[126]。本研究では、その実験結果を供与いただき、RAW細胞、お
よび LPS存在下で活性化させた RAW細胞と共存培養を行った成熟 3T3-L1細胞の 2群間
での遺伝子発現変動の解析結果と、DNA microarray法を用いて第 1章において行った遺
伝性肥満病態モデル（db/db）マウス、およびコントロール（db/+）マウスの精巣周囲白色脂肪
組織における 2 群間の遺伝子発現変動の網羅的な解析結果とを比較解析に供した。まず、
肥満脂肪組織において、5倍以上発現が誘導される因子群 402遺伝子を単離した。さらには、
共存培養によって活性化したマクロファージに応答して脂肪細胞で 5 倍以上発現が上昇した
224 遺伝子群を単離し、両遺伝子群の重ね合わせ解析によって、活性化マクロファージの脂
肪組織への浸潤に鋭敏に応答する候補の脂肪細胞因子群として 15 遺伝子を単離した（Fig 
17）。候補遺伝子の promoter 活性を化学発光法によって可視化する際に、promoter 活性
の組織特異性、すなわち、候補遺伝子の発現変動が肥満時の白色脂肪組織特異的であるこ
とが望ましいことから、さらなる候補遺伝子の絞り込みを行った。db/db マウス、および db/+マ
ウスの肝臓、小腸、腎臓、骨格筋、脾臓、精巣、および精巣周囲脂肪組織を摘出し、それぞれ
の total RNA を抽出した後、逆転写反応によって cDNA を作製した。さらに、各組織の
cDNA を用いて、real-time PCR 法による候補遺伝子の各組織における遺伝子発現解析を
行った結果、db/db マウスの白色脂肪組織特異的に mRNA の高発現が認められた遺伝子
は、tissue inhibitor metalloproteinase 1（Timp1）, interleukin 1 receptor antagonist 
（Il-1rn）, serum amyloid A3 （Saa3）の 3遺伝子であった（Fig.18）。これら 3遺伝子の中
で、マクロファージとの共存培養によって脂肪細胞において発現の上昇率がもっとも高かった
Saa3 遺伝子を見出し、肥満時のマクロファージの浸潤量の増加に関連して白色脂肪組織に
おいて発現上昇する脂肪細胞由来の遺伝子であり、非侵襲モデルマウスに用いる有力な候
補遺伝子であると考えた。 
 
4-3-2. マクロファージとの相互作用に応答する Saa3遺伝子の発現解析 
候補遺伝子として先に単離した Saa3 遺伝子の発現解析を個体別において試みた。db/db
および db/+マウス（各群 n=3）の各個体の脂肪組織由来の total RNA を調製して逆転写反
応に供し、cDNAを調製した。Saa3遺伝子の特異的 primerを設計し、real-time PCR法を
用いて、精巣周囲白色脂肪組織における Saa3遺伝子の発現解析を行った結果、db/dbマウ
スの白色脂肪組織において Saa3 遺伝子の発現量が 7.8 倍に有意に高まることを明らかにし
た（Fig.19A）。さらに、real-time PCR 法を用いた発現解析の結果、食餌誘導性肥満マウス
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の脂肪組織においても Saa3遺伝子の発現量は 8.2倍にまで有意に高発現していることを見
出した（Fig.19B）。マクロファージの浸潤量の指標としてマクロファージのマーカー遺伝子で
ある Emr1、Mpeg1遺伝子の発現解析を行い、db/dbマウスおよび食餌誘導性肥満マウスの
白色脂肪組織において両遺伝子とも有意に高発現していた（Fig.19A、B）。さらに、
transwell systemを用いて RAW細胞と 3T3-L1細胞との共存培養を行い、in vitroでの両
細胞の相互作用によって脂肪細胞においてSaa3遺伝子の発現量が変動するかを解析した。
RAW 細胞と共存培養させた際の 3T3-L1 細胞由来の cDNA を調製し、RT-PCR 法による
Saa3 遺伝子の発現解析を行った結果、LPS 刺激のみでは脂肪細胞における Saa3 遺伝子
の発現は誘導されない一方で、活性化マクロファージと共存培養した 3T3-L1 細胞において
Saa3 遺伝子の発現は著しく増加した（Fig.20A）。さらに分化成熟した 3T3-L1 細胞にマクロ
ファージの培養上清、または LPS 刺激を行ったマクロファージの培養上清による刺激を行っ
た結果、活性化マクロファージの培養上清で刺激した 3T3-L1細胞で Saa3遺伝子の発現は
有意に増加した。また、マクロファージの代表的なメディエーターである TNF-α 刺激によって
も Saa3 遺伝子の発現は有意に増加した（Fig.20B）。DNA microarray 解析によって、
vitamin B6（B6）を高含量で摂取させたマウスの脂肪組織において Saa3 遺伝子の発現が
抑制されていることを見出した。前章までに、B6 を高含量で摂取させたマウスの脂肪組織で
は、マクロファージの浸潤が選択的に抑制されており、肥満脂肪組織におけるマクロファージ
の浸潤に関連した病態的変化を解析するツールとして有効であることを示し、実際に、マクロ
ファージの浸潤に関連して脂肪細胞において発現量が増加する Ikkε、Ptx3、Mmp3遺伝子
は、高B6摂取によってその発現が低下する。real-time PCR法によって、個体別に Saa3遺
伝子の発現解析を実施した結果、B6摂取量の増加によってSaa3遺伝子の発現量は減少す
る傾向が示された（Fig.21A）。さらには Saa3 遺伝子の脂肪組織での発現量を real-time 
PCR法を用いて定量化し、一方で、F4/80抗体を用いた組織免疫染色による同組織のマクロ
ファージの浸潤数を数値化することで、両者の相関の有無を検討した結果、Saa3 の mRNA
発現量とマクロファージ浸潤量とは正に相関することを示した（Fig.21B）。また、Saa3 遺伝子
の発現量と Tnf-α との発現量にも正の相関が認められたことから、脂肪組織へ浸潤するマクロ
ファージが産生する TNF-αによって部分的に Saa3遺伝子の発現が誘導されていることが示
唆された（Fig.21C）。酵素分散法によって分画を行った成熟脂肪細胞画分（adipocyte）にお
いて Saa3 mRNAの発現は確認され、その発現は肥満の進行に伴って高発現していることが
認められた（Fig.21D）。以上の結果より、Saa3 遺伝子は、肥満脂肪組織へのマクロファージ
の浸潤量の増加に応答して脂肪細胞で発現が誘導されることが示唆された。 
 
4-3-3. Saa3遺伝子の promoter領域の単離、および promoter活性の解析 
Saa3 遺伝子は、Geurts らによって、関節リウマチの発症過程において滑膜細胞で有意に
発現増加する遺伝子として同定され、その promoter 領域（-314/+50）は、関節リウマチの発
症において滑膜細胞において高い転写活性を示し、炎症の発症過程に関与する promoter
96 
 
領域であることが示唆されている[127]。本研究では、Saa3 遺伝子の promoter 領域（-
314/+50）の下流に luciferase 遺伝子を連結したコンストラクト（Saa3-luc）を作製し
（Fig.22A）、pMx-puro への組換えを行い、レトロウイルス法により 3T3-L1 細胞へ形質導入
を行った。Saa3-luc 安定形質転換 3T3-L1 細胞（3T3-L1/Saa3-luc 細胞）を樹立し、
luciferase 活性を測定した。RAW 細胞との共存培養系における luciferase 活性を測定した
結果、活性化した RAW細胞と共存培養した 3T3-L1/Saa3-luc 細胞において luciferase 活
性は 7.8倍にまで上昇した。さらには、活性化したマクロファージの培養上清による刺激によっ
て luciferase活性は 12倍上昇し、炎症性メディエーターである TNF-α刺激によっても 5倍
にまで上昇した（Fig.22B、C）。以上の結果から、Saa3遺伝子の-314/+50の promoter領域
は、マクロファージとの相互作用に鋭敏に応答する elementを含んでいると考えられた。 
 
4-3-4. Saa3-luc mouseの樹立および高脂肪食負荷による in vivo イメージング解析 
Saa3遺伝子の promoter 活性に基づく化学発光を可視化する際に、promoter活性の組
織特異性が求められる。Saa3遺伝子はマクロファージとの相互作用によって脂肪細胞で発現
が誘導される脂肪細胞由来の遺伝子であり、かつ肥満時の脂肪組織において特異的に誘導
されることが望まれる。Saa3 遺伝子の肥満脂肪組織における詳細な発現解析を行うために、
db/+および db/db マウス（n=3）から肝臓（liver）、腎臓（kidney）、大腸（colon）、小
腸（intestine）、骨格筋（skeletal muscle）、心臓（heart）、脾臓（spleen）、精巣（testis）、
白色脂肪組織（white adipose）の各組織を摘出し、total RNA を抽出し、逆転写反応に
よって cDNA を作製した。各組織における Saa3 mRNA の発現量を解析したところ、
肥満脂肪組織特異的に有意な発現量の増加が認められた（Fig.23）。以上の結果から、
Saa3 遺伝子は肥満誘導時に脂肪組織特異的に promoter 活性が上昇し、かつ活性化マ
クロファージに鋭敏に応答して転写活性が著しく上昇することから、イメージングモデ
ルへ応用する最適な候補遺伝子であると想定した。マイクロインジェクション法によっ
て Saa3-luc キメラ遺伝子をマウス受精卵へ導入し、Saa3-luc mouse を樹立した。得ら
れた 89 匹の仔のゲノム解析によってイメージングに用いる 10-3 系統の Tgマウスを選
抜した。C57Bl/6J マウスとの戻し交配によって得られた F3 世代の雄性マウスを用い
て高脂肪食負荷試験を行った。正常食群と高脂肪食群の 2 群に分け（n=3）、高脂肪食
群は、高脂肪食を 16 週間与え肥満を誘導した。D-luciferin を 150 mg/kg の濃度でマウ
ス腹腔内に投与した後、Night OWLⅡ（Berthold 社製）によって in vivo イメージン
グ解析を行った結果、高脂肪食群においてのみ、白色脂肪組織周囲に高い化学発光量が
観察された（Fig.24A）。さらに、イメージング解析後、マウスを屠殺し、脂肪組織、肝
臓、大腸、小腸、腎臓、骨格筋を摘出し、各組織の luciferase 活性を測定した。その結
果、高脂肪食群の脂肪組織においてのみ luciferase 活性の有意な上昇が認められたこと
から（Fig.24B）、イメージング解析によって観察された化学発光は、脂肪組織由来であ
る可能性が考えられた。 
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4-4. 考察 
脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作用によって脂肪組織の持続的な
軽度慢性炎症が惹起され、インスリン抵抗性などの全身の代謝不全が生じる。近年では、肥
満時の脂肪組織の慢性炎症の抑制や予防を指向した機能性食品や医薬品の開発が推進
されているが、特に、日常の食環境の改善は肥満に伴う病態発症を予防しうる点でも極
めて重要である。本章では、脂肪組織へのマクロファージ浸潤量を反映する脂肪細胞由
来の遺伝子の単離を試み、肥満時の脂肪組織の慢性炎症像を非侵襲的に可視化する新た
な動物評価モデルの作製を目指した。in vivo における脂肪組織で顕著に発現増加する
遺伝子群と in vitro 共存培養によって活性化マクロファージに応答して脂肪細胞にお
いて著しく発現増加する遺伝子群との比較解析を行った。本章では、第 1 章および第 3
章で単離した候補因子の選抜法とは異なり、イメージング解析を実施する際に遺伝子の
promoter 強度の強さが問題になると想定し、マクロファージの浸潤に関連して脂肪細
胞において 5 倍以上と著しく発現が誘導される因子群を選抜し、候補遺伝子 15 個を単
離した。さらには、肥満時における各組織において、候補遺伝子の発現解析を実施し、
Saa3 や Timp1、Il-1rn の mRNA 発現量が肥満脂肪組織特異的に増加することを見出
したことから、この 3 遺伝子を、白色脂肪組織へのマクロファージの浸潤量のモニター
に適した脂肪細胞由来の候補遺伝子として着目した。一方で、他の候補遺伝子に関して
は、マクロファージとの相互作用に応答して脂肪細胞において発現量が増加することも
考えられたが、全身において高い mRNA の発現が観察されたことから、全身において
高発現していると考えられ、肥満白色脂肪組織のイメージングを目指す上では不向きで
あると結論した。さらに、脂肪細胞における Saa3 遺伝子の転写量は、活性化マクロフ
ァージとの相互作用によって、78 倍と高い上昇率を示し、この上昇率は、他の候補遺
伝子と比較して最も高かったことから、Saa3 遺伝子の promoter 活性は、マクロファ
ージの浸潤に鋭敏に応答していると想定した。さらに重要なことに、Saa3 mRNA の発
現量は、非肥満マウスの脂肪組織と比較して遺伝性肥満マウス、または食餌誘導性肥満
マウスの脂肪組織において有意に増加し、肥満脂肪組織における Saa3 mRNA の発現
量は、脂肪組織へのマクロファージの浸潤量の指標である F4/80(+)陽性細胞数と正に
相関していた。さらには、collagenase 処理によって脂肪組織を酵素分散し、得られた
成熟脂肪細胞画分、および SVF における Saa3 遺伝子の発現解析を行った結果、両画
分において Saa3 遺伝子の発現は観察されたが、正常なマウスから単離した SVF と比
較して、肥満マウスから単離した SVF において発現量の増加は認められなかった（デ
ータ非掲載）。一方で、正常なマウスから単離した成熟脂肪細胞と比較して、肥満マウ
スから単離した成熟脂肪細胞において Saa3 mRNA の発現量が増加したことから、肥
満脂肪組織における Saa3 の発現量の増加は、マクロファージの脂肪組織への浸潤に応
答して脂肪細胞において発現増加する脂肪細胞由来の遺伝子であることが示された。以
上の結果から、肥満脂肪組織の慢性炎症を反映するレポーターマウスの作出において、
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Saa3 遺伝子は、マクロファージの浸潤量をモニターしうる最適な脂肪細胞由来の遺伝
子であると結論した。 
Saa3 遺伝子は、炎症反応に応答して産生される急性期炎症タンパク質である SAA 
family の一つとして従来から知られ[128]、関節リウマチや動脈硬化症、肥満などの慢
性炎症疾患において mRNA の発現量が増加することが明らかにされた[129–132]。
Saa1 や Saa2 などの他の family 遺伝子は、急性期炎症において、主に肝臓で誘導され
る一方で、Saa3 遺伝子は、脂肪組織や肺、大腸組織など、肝臓組織以外で高発現する。
さらには、脂肪細胞における Saa3 遺伝子は、飽和脂肪酸や IL-1β、低酸素刺激など、
種々の炎症誘導性の刺激によって誘導されることが in vitro において示されているが
[129,133]、本研究によって、脂肪組織に浸潤するマクロファージとの相互作用によって
Saa3 遺伝子は発現増加することを明らかにした。さらには、Saa3 遺伝子の-314/＋50
領域の promoter 活性は、活性化マクロファージとの共存培養または、培養上清による
刺激によっても著しく上昇することを明らかにし、肥満脂肪組織における慢性炎症にお
いて、SAA3 はマクロファージの浸潤量の増加に関連して脂肪細胞において産生量が増
加することで病態発症に関与していると考えられた。一方で、肥満マウスの血中の SAA
濃度の増加には、SAA3 の発現増加は寄与しないことが明らかにされ、SAA3 は、マク
ロファージの浸潤によって脂肪細胞において産生され、脂肪組織 local に慢性炎症の発
症に関与していると考えられた。 
Van de Loo らは以前、関節リウマチの発症過程における関節滑膜において、発現変
動する遺伝子を継時的、かつ網羅的に探索を行い、疾患の重症度と最も密接に関連して
転写活性が上昇する遺伝子として Saa3 遺伝子に着目し[127]、さらには、Saa3 遺伝子
の promoter 領域（-314/+50）は、マウスおよびヒトの滑膜線維芽細胞において IL-1β
などのサイトカイン刺激によって活性化され、その promoter 強度が高いことが示され
た[130]。注目すべきことに、promoter 領域に、CCAAT/enhancer binding protein β 
(CEBP/β)-binding sites が豊富に存在している遺伝子は、その発現量とコラーゲン誘導
性関節炎の重症度とに正の相関を示すことが明らかにされた[127]。本研究において、
マクロファージの浸潤量を鋭敏に反映する脂肪細胞由来の候補因子として単離した
Saa3 遺伝子の promoter 領域（-314/+50）は、3 つの CEBP/β-binding sites が存在し
ていることを明らかにし、活性化マクロファージとの共存培養に応答してその転写活性
が増加することを見出している（データ非掲載）。すなわち、マクロファージの浸潤量
を鋭敏に反映している Saa3 遺伝子の promoter 活性の上昇は、マクロファージとの相
互作用によって脂肪細胞において活性化される CEBP/β の活性化によって制御されて
おり、肥満脂肪組織の慢性炎症の重症度の指標となりうると考えられた。極めて最近、
Cebp/βは、IL-6、IL-1、TNF-α などの炎症刺激によって転写活性が増加することが示
され、肥満の進行における炎症反応シグナルにおける CEBP/β の役割が注目された
[134–136]。肥満モデル db/db マウスにおいて Cebp/β を欠損させることで、肥満症や
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肝硬変、さらには糖尿病などの代謝異常が改善された[135]。さらには、Rahman らに
よって Cebp/βの欠損マウスの骨髄を正常マウスに移植する実験が行われ[137]、Cebp/β
の欠損マウスの骨髄を移植したレシピエントマウスでは、高脂肪食負荷による肥満誘導
に対して脂肪組織のマクロファージ数の減少や炎症性サイトカインの低下、さらにはイ
ンスリン感受性の改善が認められた。これらの成果によって、脂肪組織におけるマクロ
ファージの CEBP/β が脂肪組織の慢性炎症の発症において重要な役割を担うことが示
唆されたが、マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において活性化する
CEBP/β の役割は不明である。一方で、Cebp/β siRNA を 3T3-L1 脂肪細胞に導入し、
Cebp/βをノックダウンした細胞では、パルミチン酸刺激による NF-κB の活性化が抑制
されていることが示され、逆に、アデノウイルス法による 3T3-L1 細胞および RAW 細
胞への CEBP/β の過剰発現は、NF-κB を活性化させた[137]。これらの研究は、CEBP/β
は、飽和脂肪酸の存在下で NF-κB の転写活性能を増加させることを示唆しており、脂
肪組織の慢性炎症の発症において、脂肪細胞の CEBP/β は、標的遺伝子の転写活性を高
めるのみならず、NF-κB のような他の転写因子と協調して脂肪細胞の遺伝子の発現を
調節し、慢性炎症や全身の代謝異常に重要な役割を担っていることが示唆された。一方
で、本研究において、3T3-L1 細胞における Saa3 遺伝子の promoter 領域（-314/+50）
は、IL-1β や TNF-α の刺激によって活性化されることを示したが、実際に、NF-κB 結
合サイトが領域内に存在し、promoter 活性の増加に関与しているのかどうかは不明で
ある。今後、Cebp/β siRNA の導入や CEBP/β-binding sites に点突然変異を導入したコ
ンストラクトを作製するなど、脂肪細胞における CEBP/β の生理機能の解明が求めら
れる。マクロファージとの相互作用によって活性化する脂肪細胞における CEBP/β の
役割が明らかとなれば、Saa3遺伝子の promoter活性を制御するCEBP/βの活性化が、
マクロファージの浸潤によって引き起こされる慢性炎症の重要な指標となりうるとと
もに、CEBP/β を指標とした慢性炎症の解明を進めることで、新たな治療薬の開発に繋
がると期待された。 
 以前に、炎症性の転写因子である NF-κB の制御下において luciferase 遺伝子が発現
するトランスジェニックマウス（NF-κB-luc mouse）が作出され、炎症像の可視化が試
みられた[124]。NF-κB-luc mouse は、LPS 投与によってリンパ節や胸腺において高い
化学発光が観察され、さらに Calsen らは、高脂肪食を与え肥満を誘導した NF-κB-luc 
mouse において非侵襲的に生体内の NF-κB の活性化の観察を行った。高脂肪食を摂取
させたマウスでは、全身において NF-κB の活性化に基づく化学発光が観察され、特に、
胸部の領域において高い発光が観察された[125]。以上の結果から、NF-κB-luc mouse
は、炎症誘導時における全身での NF-κB 活性化の生理機能を探索する有益なモデルマ
ウスとなりうると考えられた一方で、NF-κB-luc mouse は、脂肪組織の慢性炎症の特
異的な観察には不向きであった。さらには、3T3-L1 細胞に NF-κB luc を安定的に発現
させた安定形質転換細胞を、マウスに移植し、高脂肪食を与えた際の化学発光の観察も
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試みられたが、in vivo における慢性炎症に対する脂肪細胞の生理的な役割を反映して
いるとは言い難く、これまでに脂肪組織の慢性炎症を評価するモデルマウスは開発され
ていない。本研究では、脂肪組織の慢性炎症の可視化を目指し Saa3 遺伝子の promoter
領域（-314/+50）を luciferase 遺伝子に連結したキメラ遺伝子 Saa3-luciferase（saa3-
luc）を構築し、トランスジェニックマウス（Saa3-luc mouse）の作出を行った。実際
に、Saa3-luc mouse に高脂肪食を負荷し、肥満を誘導した際の in vivo イメージング解
析を行った結果、高脂肪食を摂取した Saa3-luc mouse においてのみ白色脂肪組織に相
当する領域に化学発光を認めた。さらには、Saa3-luc mouse の主要な組織を摘出し、
in vitro での luciferase 活性を測定した結果、肥満脂肪組織において luciferase 活性の
有意な上昇を確認した。すなわち、Saa3 遺伝子の promoter 活性は、肥満脂肪組織へ
のマクロファージ浸潤量の指標として利用でき、Saa3-luc mouse は、肥満脂肪組織の
慢性炎症像を非侵襲的に評価しうるモデルマウスとして捉えることが出来ると考えら
れた。一方で、有意な差は認められないが、大腸や小腸などの消化管組織においても
luciferase の発現が一部観察された。これは、Saa3 遺伝子は脂肪細胞のみならず、マク
ロファージなどの免疫細胞や消化管上皮細胞など、全身の組織においても少なからず発
現している可能性を示唆し、in vivo イメージングによって観察された化学発光が真に
脂肪組織由来であるか、さらには脂肪細胞において luciferase が誘導されているかにつ
いてはさらなる解析が必要であると考えられた。本研究で作出したSaa3-luc mouseは、
脂肪組織に浸潤するマクロファージに応答して脂肪細胞で転写活性が上昇する promoter活
性に基づく化学発光を検出している点で、従来のNF-κBの活性化に基づく評価モデルマウ
スとは異なり、脂肪組織の慢性炎症の成因を評価出来うると考えた。 
本章では、脂肪組織へ浸潤したマクロファージが局所的に産生する TNF-α によって、
肥満脂肪組織特異的に luciferase 活性の増加が引き起こされている可能性が示され、
Saa3 遺伝子の promoter 活性の定量化は、脂肪組織内に浸潤するマクロファージ量に
関連した慢性炎症状態を観察する上で有効であると考えられた。一方で、TLR4 の内在
性のリガンドである SAA3 は、TLR4 を介した炎症シグナルのカスケードにおける役割
が注目されており[138]、以前の研究では、SAA3 は、転移前の肺において S100A8 や
S100A9 によって発現誘導され、TLR4 依存的に MCP-1 などの遊走因子の分泌を促進
する正のフィードバックループ調節因子として機能し、ミエロイド細胞の蓄積において
重要な役割を果たしていることが示唆された[138]。さらには、最近の研究によって、
SAA3 はマウスにおいて NLRP3 インフラマソームの活性化や、アレルギー喘息の発症
を促進することが示されるなど[139]、SAA3 は様々な疾患の病態発症の過程において
重要な役割を担うことが報告されている。本研究で確立した Saa3-luc mouse は、肺組
織のみならず癌の転移時に発現量が増加する Saa3 遺伝子の promoter 活性を指標とし
て、癌細胞の転移を観察するモデルとして応用が可能であることが示唆された。また、
NLRP3 インフラマソームの活性化は、癌やアルツハイマーなどの種々の疾患の病態発
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症に関与することが報告されていることから、Saa3 遺伝子の promoter 活性を評価の
指標として非侵襲的にインフラマソーム活性化の評価が可能となれば、アルツハイマー
病などに対する新しい動物評価モデルとして提案できると考えられた。さらには、本研究
によってマクロファージの浸潤量を反映する因子として単離した Saa3 遺伝子は、肥満
脂肪組織において発現が誘導されることを示した一方で、アジュバンド関節炎を誘導し
た関節滑膜細胞において重症度のマーカーとなることが示されている[127,130]。また、
当研究室の山本らによって dextran sulfate sodium（DSS）による薬剤誘導性の大腸誘
モデルマウスの大腸においても Saa3 遺伝子は顕著に増加することが明らかにされた。
一般的な大腸炎モデルマウスの評価基準は、目視による出血や糞便状態による主観的な
評価が行われているが、山本らは、Saa3 遺伝子が大腸炎の有望なマーカーとなりうる
予備データを既に得ており、Saa3-luc mouse を用いた大腸炎の非侵襲的な評価が可能
となれば、従来までの DSS 大腸炎の評価方法では明確に示されなかった急性炎症の開
始部位や開始時期、さらに機能性素材による炎症の抑制効果などリアルタイムな解析が
可能となるなど、大腸炎の評価において極めて貴重な情報を与えるものと想定される。
先に記したように、Saa3 遺伝子は関節リウマチの有望なマーカーとなりうることも示
されており、Saa3-luc mouse は関節リウマチ炎の評価モデルとしての確立も想定され
るなど、多様な炎症性疾患が社会問題となっている現代において Saa3-luc mouse は特
徴的な評価系として重要な意義を持つと考えられる。 
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4-5．図表 
 
 
 
 
 
 
Fig.17  db/db マウスの白色脂肪組織において発現上昇する因子群
とマクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において著しく発
現上昇する因子群との比較解析 
 
遺伝性肥満 db/db マウスの白色脂肪組織において 5 倍以上発現が増加した 420 遺伝
子と活性化マクロファージとの共存培養によって 5 倍以上発現が増加する 224 遺伝子
との比較解析によって 15 個の因子群を選抜した。 
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Fig.18 候補遺伝子の各組織における mRNA の発現解析 
遺伝性肥満 db/db マウス、および非肥満マウス db/+マウスから肝臓（Liver）、腎臓
（Kidney）、小腸（Intestine）、骨格筋（Muscle）、脾臓（Spleen）、精巣（Testis）お
よび白色脂肪組織（Adipose）の各組織を摘出し、抽出した total RNA を用いて候補遺
伝子の mRNA 発現解析を実施した。15 候補遺伝子のうち、Saa3、Timp1、Il-1rn 遺伝
子の mRNA 発現量は、db/db マウスの白色脂肪組織において特異的に増加した。 
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Fig.19 精巣周囲白色脂肪組織における Saa3 遺伝子の発現解析 
 
db/db マウスおよび野生型 db/+マウスの脂肪組織から mRNA を抽出し、Saa3 遺伝
子の発現量を real-time-PCR 法にて定量解析を行った。さらには、マクロファージのマ
ーカー遺伝子である Emr1 および Mpeg1 遺伝子の発現を解析した。同様に、食餌性肥
満マウスおよび正常食摂取マウスの白色脂肪組織からmRNAを real-time-PCR法にて
遺伝子発現量を定量した。食餌誘導性肥満および遺伝性肥満マウスの脂肪組織において、
マクロファージマーカー遺伝子は有意に増加しておりマクロファージ浸潤量の増加を
確認した。Saa3 遺伝子の発現量は、対象群と比較して、db/db マウスにおいて 8 倍、
食餌誘導肥満マウスにおいて 10 倍以上と、肥満に伴って顕著に発現増加することが示
された。 
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Fig.20 マクロファージと脂肪細胞との共存培養系による Saa3 遺伝
子の発現解析 
  
db/db マウスおよび野生型 db/+マウスの脂肪組織から mRNA を抽出し、Saa3 遺伝
子の発現量を real-time PCR 法にて定量解析を行った。さらには、マクロファージのマ
ーカー遺伝子である Emr1 および Mpeg1 遺伝子の発現を解析した。同様に、食餌性肥
満マウスおよび正常食摂取マウスの白色脂肪組織からmRNAを real-time-PCRにて遺
伝子発現量を定量した。食餌誘導性肥満および遺伝性肥満マウスの脂肪組織において、
マクロファージマーカー遺伝子は有意に増加しておりマクロファージ浸潤量の増加を
確認した。Saa3 遺伝子の発現量は、対象群と比較して、db/db マウスにおいて 8 倍、
食餌誘導肥満マウスにおいて 10 倍以上と、肥満に伴って顕著に発現増加することが示
された。 
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Fig.21 マクロファージの浸潤に関連する Saa3 遺伝子の脂肪組織
における発現解析 
1 mg/kg および 35 mg/kg vitamin B6 摂取マウスの白色脂肪組織における発現解析
の結果、35 mg/kg 摂取させたマウス（n=12）において Saa3 の mRNA の発現量の低
下を示した（A）。real-time PCR 法によって肥満脂肪組織の Saa3 および Tnf-α の発現
量を定量化し、一方でマクロファージマーカーである F4/80 抗体を用いた組織免疫染
色によってマクロファージ数を数値化した。Saa3 の発現量と両指標の相関の有無を
peasom 積率相関分析によって解析した（B、C）。collagenase による酵素分散を用いて
db/+、および肥満 db/db マウスおよび正常食摂取マウスおよび高脂肪食摂取マウスの白
色脂肪組織から成熟脂肪細胞画分および SVF を単離し、Saa3 の発現量を RT-PCR に
よって解析した（D）。 
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Fig.22 マクロファージとの相互作用によって活性化する Saa3 遺伝
子の promoter 領域（-314/+50）の解析 
  
Saa3 遺伝子の promoter（-314/+50）領域を単離し、luciferase 遺伝子を連結した
saa3-luciferase キメラ遺伝子のコンストラクトを作製した（A）。Saa3-luciferase キメ
ラ遺伝子を保持する Saa3-luc 安定形質転換 3T3-L1 細胞を樹立し、RAW 細胞との共存
培養に供するとともに、TNF-α 刺激を行った後、luciferase 活性を測定した。活性化し
た RAW 細胞との共存培養における luciferase 活性は有意に上昇した（B, C）。さらに、
炎症性メディエーターである TNF-α による刺激によってもコントロールと比較して
luciferase 活性は有意に上昇した（D）。 
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Fig.23 db/+および db/db マウスの各組織における Saa3 mRNA 発現
量の解析 
 
db/+および db/db マウス（n=3）から肝臓（Liver）、腎臓（Kidney）、大腸（Colon）、
小腸（Intestine）、骨格筋（Skeletal muscle）、心臓（Heart）、脾臓（Spleen）、精巣
（Testis）、白色脂肪組織（White adipose）の各組織を摘出し、total RNA を抽出し、
逆転転写反応によって cDNA を作製した。Saa3 mRNA 発現量を各組織において解析
したところ肥満脂肪組織特異的に有意に発現増加した。 
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Fig. 24 Saa3-luc mouse の高脂肪食負荷によるイメージング解析 
5 週齢の Saa3-luc mouse を 2 群に分け、通常食を摂取する対照群に対して、試験群
には高脂肪食を与え、食餌誘導性の肥満を誘導した。高脂肪食を 16 週間摂取させ、150 
mg/kg の濃度で D-luciferin を腹腔内投与した後、in vivo イメージング解析を行った。
イメージングには、Night OWLⅡ（Berthold 社製）を使用し、高脂肪食によって肥満
を誘導したマウスにおいてのみ化学発光が観察された（A）。イメージング解析後、マウ
スを屠殺し、主要な組織を摘出して in vitro において luciferase 活性を測定した結果、
肥満脂肪組織特異的に luciferase 活性の上昇を確認した（B）。 
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総合考察 
 本研究では、メタボリックシンドロームの基盤病態である白色脂肪組織の慢性炎症の
発症機序の解明を目指し、肥満時に脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞との
相互作用を in vivo において解析し、特に、マクロファージの浸潤によって脂肪細胞に
おいて発現変動することで病態発症に関与する脂肪細胞由来の因子の同定を行った。第
1 および第 2 章では、マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において発現量が
増加することで全身の代謝異常に関わる因子として Ptx3 や Ikkε を単離した。一方で、
第 3 章では、マクロファージとの相互作用によって脂肪細胞において機能が低下するこ
とで肥満の病態発症に関わる因子の単離を試み、脂肪細胞の寿命に関連する因子として
Rassf6 を明らかにした。さらに第 4 章では、肥満脂肪組織の慢性炎症を非侵襲的に評
価する新規の病態評価モデルの構築を目指し、肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤
量をモニターしうる脂肪細胞由来のマーカー遺伝子として Saa3 遺伝子を同定し、その
promoter 活性を利用した in vivo イメージング解析を実施し、肥満白色脂肪組織の慢
性炎症の非侵襲的な評価を可能とした。 
本研究によって、肥満白色脂肪組織に浸潤するマクロファージと脂肪細胞との相互作
用の in vivo における解析を可能とし、マクロファージの浸潤によって引き起こされる
脂肪細胞の形質変化には、マクロファージの分泌する TNF-α を介するシグナル伝達経
路の活性化が重要な病態シグナルであることが示された。一方で、肥満の慢性炎症の発
症において炎症性の転写因子である NF-κB の活性化が重要な役割を担うと考えられて
いたが、本研究においてマクロファージの浸潤に応答する脂肪細胞由来のマーカー遺伝
子として単離した Saa3 遺伝子は、その promoter 領域における CEBP/β を介した制御
機構が重要な役割を担うことが示唆された。従来から知られている NF-κB のシグナル
伝達経路に加え、CEBP/β を介したシグナル伝達経路が肥満白色脂肪組織の慢性炎症の
発症において重要な役割を担うと想定されたが、CEBP/β は、NF-κB を含む他の転写
因子と独立した調節機構を有しているのか、または協調的に働くことで肥満の病態発症
に関与しているかについてはさらなる解析が求められる。本研究で単離したマクロファ
ージとの相互作用によって脂肪細胞において発現量が変動した因子群の promoter解析
を幅広く実施することで、肥満白色脂肪組織の慢性炎症の発症における CEBP/β の役
割の解明につながるとともに、慢性炎症の新規の治療標的としての可能性が示された。
また、NF-κB の活性化に関わるシグナル伝達因子である Ikkε の発現量が増加したこと
は、IKKε の標的因子である NF-κB や IRF3 の活性化を介して産生量が増加した炎症
性サイトカインなどが autocrine 的に脂肪細胞に作用して、さらなる NF-κB の活性化
を介して Ikkε の発現量が増加する遺伝子発現の増幅の loop が考えられた。一方で、脂
肪細胞における CEBP/β の活性化には、タンパク質リン酸化が重要となる実験データ
を得ており、従来から知られている ERK1/2 を介する CEBP/β のタンパク質リン酸化
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に加え、マクロファージとの相互作用によって発現量が増加する IKKε を介する直接的
な CEBP/β タンパク質リン酸化による活性化の制御機構も想定された。本研究によっ
て、マクロファージの浸潤によって引き起こされる脂肪組織の慢性炎症では、脂肪細胞
の TNF-α- IKKε- NF-κB シグナル伝達経路に加えて、TNF-α- IKKε-CEBP/β のシグナ
ル伝達経路の存在も想定され、マクロファージの浸潤に関連する脂肪細胞由来の遺伝子
として単離した Ptx3 や Rassf6 などの遺伝子群の発現制御機構としての関連性も示唆
された。 
本研究において vitamin B6（B6）は、脂肪組織へのマクロファージの浸潤を抑制し、
肥満脂肪組織の慢性炎症を軽減する機能を有する食品栄養素としての新たな一面を示
した。B6 を脂肪細胞へ直接作用させた in vitro 試験では、マクロファージとの相互作
用による脂肪細胞の炎症反応を軽減しなかったことから、B6 は、脂肪組織へのマクロ
ファージの浸潤量を減少させた結果、脂肪細胞における炎症反応の活性化を抑制したと
考えられた。実際に高 B6 摂取マウスの脂肪組織では、B6 活性体の濃度が上昇してい
ることも以前に示されており、B6 は脂肪組織内において脂肪細胞に直接的に作用して
いるのか、または脂肪組織内の他細胞への影響を介してマクロファージの浸潤を抑制し
ているのかについてはさらなる解析が必要である。一方で、マクロファージの浸潤によ
る脂肪組織の慢性炎症の発症において、脂肪細胞の CEBP/β の活性化が重要な病態シ
グナルである可能性を示したが、脂肪細胞に直接作用し、CEBP/β の活性化を抑制する
ことで慢性炎症を軽減する食品素材の存在も想定され、マクロファージの浸潤を鋭敏に
反映する Saa3遺伝子の promoter活性は、マクロファージとの相互作用によるCEBP/β
の活性化が重要であることから、Saa3 遺伝子の promoter 活性を指標とした機能性食
品成分のスクリーニングが可能であり、マクロファージと脂肪細胞との病態シグナルを
標的とした脂肪組織の慢性炎症を抑制する新規の機能性素材の探索にもつながると考
えられた。 
本研究では、脂肪組織の慢性炎症の解明を目指し、脂肪組織に浸潤するマクロファー
ジと脂肪細胞との相互作用による病態シグナリングを in vivo において解析し、マクロ
ファージの浸潤によって脂肪細胞において引き起こされる新たな病態メカニズムが提
案された。さらには、Saa3 遺伝子の promoter 活性を利用して確立した非侵襲性の動
物評価法は、肥満形成早期にマクロファージの白色脂肪組織内への浸潤に鋭敏に応答し、
白色脂肪組織の慢性炎症の発症、かつ病態進行をリアルタイムに解析できるなど、機能
性食品などの評価モデルとしての利用のみならず、肥満研究の基礎分野においても広く
利用される革新的な動物評価系となりうるものである。一方で、Saa3-luc mouse に高
脂肪食を負荷し肥満を誘導した際に、消化管を含む他の組織において観察された
luciferase の発現は、限定した promoter 領域（-314/+50）を利用したことに基づくと
考えられ、イメージング解析による肥満脂肪組織の慢性炎症の可視化においては欠点で
あると考えられた。本モデルマウスが広く利用されうるためには、慢性炎症を反映する
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脂肪組織特異的な luciferase の化学発光のみを観察可能とすることが必須となる。例え
ば、adiponectin 遺伝子の promoter の下流にリコンビナーゼ Cre を連結することで脂
肪細胞特異的に発現する Cre mouse を作出し、一方、Saa3 遺伝子内に Cre リコンビ
ナーゼ標的配列 loxP を挿入することで、Saa3 遺伝子の支配下で luciferase が発現で
きるような Cre-loxP system を考案することも一例として考えられる。また、Saa3 遺
伝子は，関節炎における滑膜細胞で発現が上昇する有効な病態マーカーであることや大
腸炎の発症においても発現が上昇するなど、他の炎症性の病態マーカーとなりえる可能
性を見出しており、本研究で作出した Saa3-luc mouse の他の炎症性疾患のモデルとし
て応用が期待できる点は、多様な炎症性疾患が問題となっている現代社会において貴重
な研究ツールになりうると考えられた。さらには、イメージング解析を用いた病態の継
時的な観察が可能となれば、使用実験動物数の削減や痛みの軽減などの低侵襲を実現す
ることによって動物に優しい研究手法につながるなど、動物愛護問題に対する一つの解
決策を提示する点でも社会的にも意義は大きいものと考えられる。 
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